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Studies on Visualization of Neurotransmitters Using Electrochemical Imaging Device 
 
ABSTRACT 
Techniques for visualizing (imaging) neurotransmitters such as dopamine and glutamate significantly 
contribute to a revelation of brain functions, drug discovery studies and an establishment of therapeutic 
method. In particular, since dopamine is closely related to the neurodegenerative diseases such as Parkinson's 
disease, which effects on movement and learning functions in the brain, visualizing the concentration and 
signal pathway of neurotransmitters in the brain leads to the establishment of understanding and treatment for 
neurodegenerative diseases. Among various imaging methods, the "electrochemical imaging method", which 
can convert a redox reaction to an electrical signal on an electrode, is superior to a method using a 
conventional fluorescence microscope because that has lower invasive and more highly quantitative 
properties for cells than the conventional fluorescence microscope. Most used electrochemical imaging 
method is an electrode array chip which consints of numerious measurement electrodes. However, since the 
electrode array chip requires one connecting wire for one measurement electrode, a resolution of sensor 
electrodes is limited. Therefore, a development of an electrochemical imaging device for imaging large-scale 
biosamples is required. 
I focused on an integrated circuit (LSI) which is widely applied to the optical sensors section of a digital 
camera. By replacing optical sensors to electrochemical sensor, a novel electrochemical imaging sensor, 
designated Bio-LSI, with high sensitivity (up to several 100 nM), high resolution (number of sensors: 400, 
Sensor spacing: 250 μm) and real-time imaging (up to 1 ms) was achieved. Previously, the LSI-based 
electrochemical device has contributed to evaluating the various bioactivities such as a differentiation of 
embriyo bodies and a respiration of celler aggregation. In this study, I focuced on the analysis of 
neurotransmitters using the LSI-based electrochemical device, moreover, I improved the device for selective 
detection of neurotransmitters. 
 
 
Evaluation of dopamine released from cellular aggrigations 
Three-dimensional (3D)-cultured PC12 
cells (PC12 spheroids) is often used as a 
model of brain tissue because that release. 
Although the high performance liquid 
chromatography (HPLC) has been used as a 
conventional method for evaluating the 
neurotransmitters released from nerve cells, 
that needs over 30 minutes for measuring 
time with low sensitivity. In this study, the dopamine released from PC12 spheroids was evaluated by using 
the Bio-LSI (Fig. 1). PC12 spheroids were stimulated with high K
+
 solution to release dopamine and the 
released dopamine was oxidized on the electrodes of Bio-LSI. The dopamine release from the PC12 
spheroids was quantitatively imaged by using the Bio-LSI device filled with high K
+
 solution. Bio-LSI 
Fig. 1. Electrochemical imaging of dopamine 
released from 3D-cultured PC12 cells (PC12 
spheroids) by using Bio-LSI. 
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clearly estimated the effects of the dopaminergic drugs L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) and 
reserpine on K
+
-stimulated dopamine release. These results demonstrate that dopamine release from PC12 
spheroids can be monitored using the device, suggesting that the Bio-LSI is a promising tool for use in 
evaluating 3D-cultured dopaminergic cells and the effects of dopaminergic drugs. By using this 
electrochemical imaging device, highly sensitive and quick measurement (about 30 seconds) was realized. 
This electrochemical imaging device can contribute to a development of drug discovery research and 
transplant technology. The spheroids consisting of neural cells have been used as a treatment of Parkinson’s 
disease. 
 
 
Development of selective imaging method of neurotransmitter 
Since a plurality of electrochemically active species such as ascorbic acid is contained in an actual 
living tissue, development of an electrochemical device capable of selectively detecting neurotransmitter is 
required. Therefore, the following two novel electrochemical imaging devices were developed for selective 
imaging of neurotransmitters. 
 
(1) Integration of interdigitated electrodes and Bio-LSI 
Interdigitated electrodes (IDE) amplify the 
amperometric signal from dopamine but does not 
amplify the signal of ascorbic acid because 
dopamine is one of the reversible redox species 
which induces the redox cycling on IDEs, but 
ascorbic acid is an irreversible redox species 
which does not induce the redox cycling on IDEs. 
During the redox cycling, dopamine is oxidized 
to form dopamine-quinone on oxidation 
electrode (generator electrode), and then 
dopamine-quinone diffuses to a nearby reduction 
electrode (collector electrode) which can reduce 
back to dopamine. For closely spaced generator and collector electrodes, the species transport between the 
electrodes multiple times (redox cycling) before diffusing out into the bulk of the solution, which leads to the 
amplification of the current. In this study, I developed a novel electrochemical device (IDEA-Bio-LSI) 
incorporating interdigitated electrodes array (IDEA) and the LSI-based amperometric device (Bio-LSI) for 
high speed and selective imaging of analytes and cellar activities such as dopamine release (Fig. 2). The 
amplification factor (ηamp) and capture efficiency (CE) of IDEA of the device were 2.17 and 0.767, 
respectively. These values corresponded well with the current calculated by using simulation, which indicates 
that the IDEA correctly worked even though they were arrayed on the Bio-LSI. Compared with previously 
reported IDE based imaging sensor (acquisition speed: ~ 60 s/image image), the acquisition speed of the 
present device to acquire one image was improved up to ~ 500 times.  The IDEA-Bio-LSI detects only 
Fig. 2. (a) Interdigitated electrodes array on the 
Bio-LSI chip. Redox cycling for (b-i) reversible and 
(b-ii) irreversivle redox spiecies. 
 8 
dopamine in the presence of ascorbic acid. Moreover, the IDEA-Bio-LSI successfully monitored the 
diffusion of the analytes and PC12 spheroids with redox cycling. Therefore, imaging with IDEA-Bio-LSI can 
apply to rapid biological evets such as release of neurotransmitters in the brain.  
 
(2) Enzyme-modified Bio-LSI for 
simultaneous and selective imaging of 
neurotransmitters 
It is known that each of neurotransmitters 
such as dopamine and glutamate is 
interrelated. For example, dopamine is 
thought to protect synapses during ischemia or 
acoustic trauma by preventing the 
postsynaptic effects of Glu overstimulation. 
To reveal the relationship between each 
neurotransmitter, the simultaneous and 
selective imaging sensor is required. In this study, I demonstrated a simultaneous and selective imaging for 
dopamine and glutamate by using an enzyme modified Bio-LSI (Fig. 3). Dopamine was detected by direct 
electrochemical oxidation while Glu was measured by an indirect electrochemical reaction using glutamate 
oxidase (GluOx)/horseradish peroxidase (HRP) and osmium (Os) polymer-modified electrodes. The Os-HRP 
polymer was modified on designated sensor electrodes by electrodeposition. By applying electrochemicolor 
imaging with the enzyme-modified Bio-LSI, the selective and simultaneous imaging of neurotransmitters 
such as DA and Glu was clearly achieved. 
 
Conclusion 
 In summary, the concentration of neurotransmitters such as dopamine and glutamate was estimated 
by using LSI-based amperometric imaging sensor (Bio-LSI). This electrochemical imaging sensor 
quantitatively evaluated dopamine release from PC12 spheroids and drug effect on that. By designing the 
Bio-LSI, the selective imaging of neurotransmitters was achieved. From these achievements, the Bio-LSI can 
effectively analyze the neural samples such as a neuron network and a brain slice. 
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Fig. 3. Simultaneous and selective imaging of 
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Bio-LSI 
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第 1章  序論 
 
 
 
 
 
1.1. 初めに 
  
近年、バイオ計測技術の発展により多くの生理現象の解明や、食品・環境・細胞品質の管理などの生物
界や我々の生活に大きく影響を与えている。生理現象の解明に関して、例えば、2 光子励起顕微鏡を用い
た Ca2+の蛍光イメージングにより、神経細胞のスパインの位置がカルシウム動態やシナプスの可塑性を決
定していることが明らかになっている[1]。また、これまで推測に留まっていたミオシンのアクチンに沿っ
た歩行を、高速 AFM を用いて直接観察に成功し、視覚的な証拠を提示した[2]。細胞品質管理において関
しては、Overstorm[3]や Shiku[4]らはウシ受精卵の呼吸を電気化学的に計測することで、ウシの体外受精前
に受精卵品質評価が可能であることを示した。このような細胞品質管理技術は、近年盛んに研究されてい
る再生医療にも応用が可能である。例えば、再生医療の分野で盛んに研究が行われている iPS 細胞[5]が有
している未分化マーカーALP を計測することで、移植前にどれだけ iPS 細胞が分化したかの評価を行うこ
とが可能である。また、Langer らが提唱した一つ一つの細胞から組織を再構築する組織工学[6]も、同様に
再生医療への応用が期待されており、作製された組織をバイオ計測技術によって移植前に組織として十分
に機能するかを評価することが可能である。 
従来のバイオ計測技術、特に、神経細胞の活動電位イメージングに関する研究において、神経細胞ネッ
トワークや脳スライス等の細胞組織における活動電位のシグナル伝達を解析することにより、神経細胞集
団の回路形成や可塑性、神経細胞の協調的な集団活動について徐々に明らかになっている[7-10]。一方で、
活動電位計測では、活動電位の伝達を評価することが可能であるが、「何の神経伝達物質を放出している
か」は評価することができない。本論文では、バイオ計測技術の一つである電気化学的測定方法を用いた
イメージング解析を用いることで、神経ネットワークや脳などを構築する神経細胞を評価することを目的
とした。 
 
 
1.2. 神経細胞 
  
我々の脳は 140 億個の神経細胞
から成っていると言われており、
Fig. 1.1. 神経細胞間コミュニケーション 
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これら神経細胞間で互いに情報の伝達をしている[11](Fig.1.1)。このようなシグナルの伝達や受信などの情
報伝達は、組織や臓器、体の発達に非常に重要であり、様々な生理的現象に重要な役割を担っている。例
えば、内分泌系において、ホルモンは”伝達物質”として作用し、内分泌細胞は”発信者”、そしてホルモン
を受け取る標的細胞は”受信者”として機能する。このホルモンは血管やリンパ管などを通して内分泌細胞
へ到達することで内分泌細胞が刺激され、生体内の環境が変わる。神経細胞の場合、エキソサイトーシス
によって神経伝達物質が放出され、これを他の神経細胞などの標的細胞に到達し刺激されることで、ヒト
の行動や記憶、成長に影響を与える。 
 
 
 1.3. 神経伝達物質 
 
代表的な神経伝達物質は例えばドーパミンやグルタミン酸が挙げられる (Scheme 1)。神経伝達物質の一
つであるドーパミンは、中枢神経系、心血管系およびホルモン系の活動を維持する上で重要な役割を担っ
ており、ストレスや行動決定のような認知機能の調節に寄与している。同様に、神経伝達物質の一つであ
るグルタミン酸は、脳内で遍在的に産生される主要な神経伝達物質であり、長期増強およびシナプス形成
および維持などの重要な役割を果たす。さらに、中枢神経系の Glu 濃度を調節することは、毒性や細胞死
を誘発するために必要とされている。この神経伝達物質のやりとりが通常とは異なり、神経伝達物質の放
出量が低下することにより重大な疾患をもたらすことが知られている。例えば、脳の黒質と呼ばれる中脳
の組織においてドーパミンの放出量が減少すると、パーキンソン病やアルツハイマー病といった神経変性
疾患を引き起こす[12, 13]。また、グルタミン酸濃度の低下は長期増強や神経可塑性を低下させる可能性があ
る[14, 15]。このように、脳内において神経伝達物質の放出挙動や濃度は非常に重要であり、神経伝達物質を
検出する技術は盛んに取り組まれている。 
 
 
 
 
 
Scheme 1. ドーパミンおよびグルタミン酸の構造式 
 
 
1.4. 生体分子の検出 
  
細胞間コミュニケーションにおいて非常に重要な役割を持つ神経伝達物質やホルモンなどといった生
体分子を検出することは、生理現象の解明などへ貢献できる。ここでは、生体分子の検出の例として光学
的検出と電気化学的検出について説明する。 
 
1.4.1. 光学的検出 
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細胞活性の測定法のうち、光学的な手法は、試
料を染色後顕微鏡で観察するものや、試料に紫外
線・可視光をあて試料の吸光度を測定するものが
ある。例えば、輸血用血液にわずかでも混入する
ことで炎症や最悪の場合死を招くエンドトキシ
ンの検出が挙げられる。検出にはリムルス試薬と
呼ばれる指示薬をエンドトキシン特有の酵素と
反応させ、遊離した分子を吸光度によって計測す
ることで、輸血用血液中にエンドトキシンがどれ
だけ混入しているか、評価することができる[16]。
さらに近年では、タンパク質や生体膜といった生
体機能を分析する蛍光分子が数多く開発されて
いる。これらの手法は正確に測定でき、幅広い分
野で利用されている。その応用例として、
Fluorescence activated cell sorting (FACS)が挙げら
れる[17]。FACSは蛍光抗体で染色した細胞を液流に乗せて流し、レーザ光の焦点を通過させ、個々の細胞
が発する蛍光を測定することによって細胞が有する抗原の発現量を定量的に測定できる装置である。さら
に、測定で得られた結果をもとに、特定の細胞だけを生きたまま分取することも可能である。この技術を
応用することで、必要な細胞のみ抽出することができ、移植などの際、不要であったり生体に悪影響を及
ぼしたりする細胞はのぞくことが可能である。近年、高橋らはこの技術を利用し、iPS細胞を神経細胞に
分化誘導後、ドーパミン作動性の神経細胞のみを分取することに成功した [18]。通常、iPS細胞を神経細胞
に分化誘導した場合、ドーパミンを放出する細胞である、ドーパミン作動性神経細胞の存在割合が少ない
ことが課題であった。しかし、胎生期の神経管の腹側で発現している表面抗原である「コリン」をマーカ
ーとして用いて細胞分取を行うことで、ドーパミン神経前駆細胞マーカーである「FOXA2」と「LMXIA」
を発現した細胞が約80 %まで濃縮されることがわかった。また、パーキンソン病といったドーパミン作動
生神経細胞に異常がある疾患がある移植したところ、ドーパミン作動性神経細胞がよく定着していること
も確認された。 
 以上のように光学的検出により、様々な生理現象を発見し、病気の治療等へも貢献している。一方で、
蛍光標識が必要なことや、検出に用いる光学装置の小型化や低コスト化が難しい点が課題となっている。 
 
1.4.2. 電気化学的検出 
 
 電気化学検出法とは、電極表面での物質の電子のやりとりを制御してセンシングを行なう手法である。
バイオセンシングに電気化学的検出法を用いるメリットの一つに、光学的手法と比較して定量的分析が可
能であることやラベルフリーで評価可能であることが挙げられる。 
 電気化学反応では、酸化反応と還元反応を電極電位によって容易に制御することができる。電子の受け
渡し場として電極を用意し、電流を外部に取り出すと電流とを読み取ることができる。本節では、電極電
位を制御することで電気化学反応を起こし、電流を計測する手法を示す。また、本研究と深く関わる電極
Fig. 1.2. 神経様細胞 (PC12)の蛍光イメージ
(Tyrosine Hydroxyrase (TH) 染色) 
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電位を制御することで起こる電気化学的現象についても記述する。 
 
1.4.2.1. サイクリックボルタンメトリ 
 
種々の電気化学測定法の中で、多くの情報を迅速かつ手軽に取得出来る手法として汎用されているのが、
サイクリックボルタンメトリ（CV）である[19]。CV は主に次のような用途に利用される。 
① 系の初期診断 
未知の系（新規な物質や電極材料、溶媒など）に適用し、全体のおよその姿（電極反応が進む電位、反応
速度、付随する化学反応の有無、析出・溶解など）を掴む。 
② 電極のキャラクタリゼーション 
電極表面の原子配列や吸着種の有無などに敏感なため、電極表面状態の確認に役立つ。 
③ 反応のモニタリング 
電解重合膜の生成やバルク電解に伴う溶液濃度をモニタリングし、さらには電極表面構造や反応の変化を
調べることが可能。 
以上のように豊富な情報が得られる理由は、３つのパラメータである電位・電流・時間の関係を一度に測
定出来るところにある。CV は電極電位を直線的に掃引して応答電流を測定する手法であり、得られたグ
ラフをサイクリックボルタモグラムと呼ぶ。このボルタモグラムの形状は、走査速度や物質の拡散など
様々な因子によって左右される。 
 本研究においては、ボルタモグラムの形状を見ることで拡散形態を推測した。電極が大きく物質輸送を
平板拡散とみてよい場合、拡散層は電解時間と共に溶液内部へ際限なく伸びていく（実際は対流の影響が
あるため有限である）。そのため、同じ電位でも、走査速度が遅いほど拡散層の成長が大きく、電極表面
での濃度勾配が小さくなる結果、電流値が落ちる。一方、電極サイズが小さくなると、電極での消費量に
比べ拡散供給量が起きくなるため、両者の速度が釣り合った時点で拡散層はもはや成長しない。どの電位
でもそうなれば、電流値はもはや時間に依存しなくなり、走査速度によらない電流-電位曲線が得られる。 
このように、CV を利用することで電気化学反応の全体像を掴んだ。 
 
 
1.4.2.2. クロノアンペロメトリ測定 
  
クロノアンペロメトリは最も基礎的な電気化学測定法の一つであり、電位ステップに対する電流の過渡
応答解析、つまり電位ステップ法を言う[19]。クロノアンペロメトリは次の特徴を持つ。 
① 測定原理が単純で、測定系もかなり簡単なもので済む。 
② ファラデー電流と非ファラデー電流を区別して扱える。 
③ 電位走査法などより定量性が良く、厳密な電解条件のもとで解析できる。 
電位ステップを印加した直後は、電極界面の電気二重層を充電するための充電電流が流れるが、極めて短
時間のうちに減衰するので、その後の電解電流の解析には支障が無い。充電が速やかに完了すると、印加
した電極電位により電解が始まる。酸化体（あるいは還元体）は溶液内部から拡散により次々と補給され
るので反応は進行するが、反応の進行とともに補給量が減少し、ファラデー電流は減少する。 
以上の原理によりファラデー電流を検出可能なのがクロノアンペロメトリである。本研究における電気化
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学イメージングは、クロノアンペロメトリによるファラデー電流を各々の測定点で読み取り、視覚化した
ものである。非常にシンプルな手法であるが、測定の際はあらかじめ、CVなどで測定系のおよその姿（酸
化還元電位、可逆性など）を掴むことが重要である。 
 
 
1.4.2.3. 微小電極 
 
微小電極とは通常、サイズが数十µm以下のディスク電極をいう。[20] 現在ではノイズの軽減や電極作製
が容易になり、様々な微小電極が市販されている。微小電極での電流値と電極は半径の関係式を以下に示
す。 
𝐼𝑑 = 4𝑛𝐹𝐷𝐶𝑟 
 ここで、Idは定常電流値、nは反応電子数、Fはファラデー定数、Dは酸化還元種の拡散係数、Cは酸化還
元種の濃度、rは電極半径を示している。また、電極面積が絶縁層（ウェル）で規定されている系では、
次の式により計算することができる[21, 22]。 
𝐼𝑑 =  
4𝜋𝑛𝐹𝐶𝐷𝑟2
4𝐿 +  𝜋𝑟
 
ここで、Lはウェルの深さを表してい。 
これらの微小電極の特徴は次のようなものが挙げられる。 
・電子移動反応が十分に早い場合、電気化学反応種が球面拡散状態となり、定常電流または準定常電流が
得られる。 
・酸化還元電位を印加した際にファラデー電流/充電電流、すなわちシグナルとノイズの比(S/N)にが非常
に大きく、高感度な測定が可能である。 
・測定電流が微小であるため、低電解質溶液中での測定が可能であり、IRドロップを抑えられる。 
このような微小電極はプローブ型とアレイ型に分類できる。アレイ型の電極は、複数の微小電極を基板上
に配置した電極であり、微細加工技術を駆使することで様々なアレイ電極が作製されている。 
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1.4.2.4. レドックスサイクル 
 
複数の微小電極の組み合わせにより機能化された電極アレイ
の代表例として、交互くし型電極アレイが挙げられる。2 つのく
し型の電極を交互にかみ合わせて配置し、一方に物質を酸化する
電位を印加した電極(酸化電極)、もう一方に物質を還元する電位
を印加した電極(還元電極)として作用させる。これにより、酸化
電極で酸化した酸化還元活性種を還元電極で還元し、何度も酸化
還元反応が繰り返し起こる。この現象をレドックスサイクルとい
う[23, 24]。 
 Fig.1.3A に電極アレイにおけるレドックスサイクルのメカニズ
ムを示す。レドックスサイクルが誘導されると目的の反応のみが
繰り返し起こるため、シグナルが増幅され S/N 比が向上し、高
感度な検出が可能になる。さらに、アスコルビン酸に代表され
る非可逆的酸化還元活性種では、酸化電極上では反応するが、
還元電極では反応しないため、可逆的な酸化還元物質を選択的
にシグナル増幅することが可能である(Fig1.3B)。 
 
 
1.5. 電気化学イメージング 
 
1.5.1. SECM 
 
走査型電気化学顕微鏡(Scaninng Electrochemical Microscopy; SECM)はマイクロ・サブマイクロメートル
サイズの微小電極をプローブとして用い、試料表面の局所的な電気化学反応を定量的に評価する。SECM
を用いて試料表面での電気化学反応を可視化する場合、プローブである微小電極に一定の電圧を印加しな
がら試料上を走査する。SECM では高い空間分解能を有している一方で、操作に時間を要するため、1 イ
メージ取得に 7.5 min といった時間が必要となる[25 - 28]。 
 
 
1.5.2. 電極アレイ 
 
電気化学を用いたイメージングの手法の 1 つとして電極アレイを用いる手法がある。これは、アレイ状
に配置された電極を用いて、配置された電極数に相当する画素数のイメージを取得する方法である。電極
アレイを用いるイメージングでは、電極を走査する必要がないため、1 イメージあたりの取得時間が比較
的短くなる。電極アレイを用いた方法には、マルチポテンショスタットを用いた多点測定システムや局所
レドックスサイクルシステムによるイメージングシステム、CMOS を用いた多点測定システムなどが挙げ
られる。以下にその概要を示す。 
 
Fig. 1.3. (A)可逆的酸化還元活性種ま
たは、(B)非可逆的酸化還元活性種にお
けるレドックスサイクルの概略図 
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1.5.2.1. 局所レドックスサイクルシステムによるイメージングシステム 
 
 ポテンショスタットでは、1 つのチャネルにつき 1 つの電極への電圧印加と電流値の読み出しが可能で
ある。一般的にポテンショスタットは 1~2 チャネルのものが多く、少ないチャネル数で多点電極による計
測を行うには、1 つのチャネルで読み出す電極を切り替えて複数の電極からのシグナルを読み出し可能に
するシステムが必要となる。 
 Ino らは 2 チャネルのみで 16×16=256 点の計測に成功している (Fig. 1.4) [29 - 31]。通常、256 点の電極点で
測定を試みた場合、256 本のリード電極が必要になる。しかしこの手法では、縦 16 本、横 16 本の電極を
立体的に交差させた構造で、16×16 点の測定点を有する電極を用いて、縦 16 本、横 16 本のリードの内各々
1 本を選択し、酸化電圧もしくは還元電圧を印加し、電極の交差点でレドックスサイクルを局所的に誘導
することで電流を検出している。この際、電圧印加および電流シグナルを読みだす電極をマトリクススイ
ッチモジュールによって切り替える (スイッチングする) ことで、16×16 点の測定を 16+16 本のリードの
みで可能としている。本測定手法を、局所レドックスサイクルを用いた多点電気化学測定システムと呼ぶ。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.4 局所レドックスサイクリングによる電気化学イメージングデバイス 
 
 
 
 
1.5.2.2. マルチポテンショスタットを用いた多点測定システム 
 
 測定点の切り替え用いずに多点測定を行う方法として、測定点の数だけリードおよびチャネルを用意す
る方法がある。Kasai らは 8×8 の測定点を持つ多点電極に、64 チャネルのマルチポテンショスタットを接
続して、10 Hz の時間分解能での多点測定に成功している[ 32, 33]。この方法では、先述のスイッチングを行
わないため、1 イメージあたりの取得時間を非常に短くすることが可能である。しかし、この手法では、
測定点を増やすほど必要なポテンショスタットのチャネル数を増やす必要があり、装置の小型化容易であ
るという電気化学の利点を損なうことになる。さらに、電極点を増やそうとした場合、その分コストもか
かるといった問題も挙げられる。 
 
 
1.5.2.3.  CMOS を用いた多点測定システム 
 
 CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor)を利用した電極アレイで小型な装置で高速な多点測定
 21 
を行う手法がある。 
 Levine らは 2010 年にアドレス指定可能な 12×16 の測定点を別個に制御し、読み取りが可能な測定システ
ムを用いて、電気化学的な DNA の検出を試みている[34]。また、2015 年に Wydallis らは 8192 点の電極で
個々に読み出し可能な CMOS 型デバイスを開発した[35]。さらにこのデバイスの時間分解能は、64 s/8192 
point または 10 ms/ 128 point で検出可能である。このように CMOS を用いることで、高速多点計測が可能
となる。 
 
1.6. Bio-LSI  
 
Bio-LSI は LSI 技術と微小電極アレイ技術の融合することにより開発された[36]。Bio-LSI チップは LSI
の上にフォトリソグラフィによって 400 点の電極がパターニングされている。Fig.1.5 に第 1 世代 Bio-LSI
の測定点の(A)概略図および(B, C and D)光学顕微鏡像を示す。電極は SU-8 の絶縁層によって保護されてお
り、決められた電極の面積だけ露出している(Fig. 1.5 D)。Fig. 1.5C は Bio-LSI チップの測定エリア、Fig.1.5B
はチップの全体像である。ワイヤボンドにより、LSI チップとセラミック基板が導通されている。ボンド
部分はエポキシ樹脂でカバーされており、測定溶液を満たす液溜めにはポリカーボネート枠が取り付けら
れている。このBio-LSIチップを外部回路ボックスと接続し制御ユニットを用いて電気化学測手を行う(Fig. 
1.5E)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.5. (A)測定点の概略図、(B、C)Bio-LSI の光学顕微鏡像、(D)Bio-LSI の外観、(E)Bio-LSI 
を用いた測定の様子、(F)Bio-LSI システムの全体図 
 
 
1.6.1. Bio-LSI の電流検出原理 
 
 一般的に、微小な電流を検出するためにはオームの法則より抵抗値の高い抵抗器が必要となる。オーム
の法則は以下の式で表される。 
𝐼 =
𝑉
𝑅
 
 例えば、電圧信号を± 1 V で読み出す場合、1 pA の微小電流を検出するには、10 GΩ といった非常に抵
抗値の高い抵抗器が必要となる。しかし、抵抗値が非常に高く安定な抵抗器を LSI に搭載することは困難
である。そこで、Bio-LSI では I-V コンバータとして抵抗器ではなく、スイッチトキャパシタを利用する
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ことで、微小な電流を検出することに成功した (Fig. 1.6)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.6 (A)一般的な電流－電圧変換の手法、(B)スイッチド・キャパシタの電流－電圧変換の手法 
 
 各ユニットセルに構築されたスイッチドキャパシタは、作用極で得られた電流を以下の式のように電圧
に変換する。 
𝑉 =
𝑄
𝐶
=
∫ 𝐼･𝑑𝑡
𝐶
 
ここで、V はキャパシタ間に生じる電圧、Q はキャパシタに溜まる電荷、C は静電容量、I は作用極で
生成される電流値、tは電荷チャージ時間を示す。t = 0でスイッチドキャパシタのスイッチは OFFである。
その後、電極上で電流が発生している間に電荷が蓄積される。電流は以下の式に基づいて計算される。 
𝐼 = 𝑉𝑜𝑢𝑡 ×
𝐶
∆𝑡
 
ここで𝑉𝑜𝑢𝑡 = ±1 Vである。しかし、コンデンサが飽和した場合、電流値が低く見積もられてしまい、適切
な電流値が得られない。そこで、コンデンサが飽和する前に蓄積された電荷をリセットする必要がある。
Bio-LSI では、電荷をリセットするタイミングを測定レンジに合わせて変えることで、広い測定レンジで
の計測を可能とした。測定レンジに合わせて変えることで、広い測定レンジでの計測を可能とした。測定
レンジに合わせて複数用意されている測定プログラムの詳細について以下に記す。 
  
 23 
 
1.6.2. 測定プログラム 
 
1、10、100 nA レンジの測定プログラムを Fig. 1.6 A に示す。このプログラムは、1 列ごとにキャパシタ
間の電位を読み出す作業を 50 µs 間隔で N 回繰り返し、キャパシタに蓄積した電荷量の時間に対する傾き
から電流値を求める。N 回の測定が終わった後、スイッチドキャパシタのスイッチを ON にして、電荷を
キャンセルし、次の列で同様の処理を行う。各列 N 回のリードアウトを 20 列行うことで、400 点分の電
流値(1 image)を取得する。N の値は 1、10、100 nA レンジでそれぞれ 84、24、4 であり、400 点の電流値
はそれぞれ 120、47、18 ms 以内に得られる。(Fig. 1.7A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.7 (A) 1、10、100 nA レンジまたは、(B) 0.1 nA レンジの測定プログラム 
 
次に、0.1 nA レンジの測定プログラムの詳細を Fig. 1.7B に示す。極めて微小な電流を検出するためには、
キャパシタに電荷が溜まるまでの時間を長くとる必要がある。しかし、1、10、100 nA レンジの測定プロ
グラムを用いて長く電荷を溜めようとすると、N が大きくなり、第 1 列目と第 20 列目の測定に大きなタ
イムラグが生じ、さらに、400 点の電流値を取得するのに長い時間を要する。そこで、第 1 列のキャパシ
タ間の電位を読み出す作業を 1 回行った後、電荷をキャンセルせずに次の列の電位の読み出しに移る方法
で 20 列読み出し、電荷をキャンセルせずに再度第 1 列目から同じ作業を 25 回繰り返す手法を採用した。
1 列の読み出しにかかる時間はスイッチングノイズを防ぐための待機時間をとるため 200 µs 必要である。
すると、全列の読み出しは 4 ms 毎に行われ、400 点の電極を 25 回測定するのに要する時間は 104 ms と計
算できる。第 1 列目と第 20 列目のタイムラグは 4 ms である。この時、1、 10、 100 nA レンジの測定プ
ログラムと同様の方法で同じ電荷量を溜めようとすると N = 2000 が必要であり、全電流値を取得するの
にかかる時間は 2000 ms、第 1 列目と第 20 列目のタイムラグは 1900 ms になる。400 個の測定点で各 25
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回ずつキャパシタ電位を読み出した後、スイッチを開き電荷をリセットする。各電極の電流値は 25 ポイ
ントの時間―電荷曲線によって計算される。データ処理の時間を含めて 125 ms 毎 1 枚の電気化学イメー
ジが得られる。 
 
 
 
1.6.3. 第 1 世代および第 2 世代 Bio-LSI 
 
 これまでの(第 1 世代)Bio-LSI では、全点で同じ電位の印加しかできなかった。しかし、第 1 世代 Bio-LSI
に改良を加え、アドレサブルな電圧印加操作が可能な(第 2 世代)Bio-LSI が開発された[37]。第 1 世代 Bio-LSI
ではアルミパッドを介して電極と OP アンプが繋がっていたが(Fig. 1.8A)、第 2 世代 Bio-LSI では、電極と
OP アンプの間に新たに４つのスイッチが加わり(Fig. 1.8B)、4 種類の測定モードを選択することができる
ようになった。この切り替えにより、電圧 V1 の印加、電圧 V2 の印加、自然電位計測、電圧の印加 OFF
の 4 種類が操作可能になった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.8. (A)第 1 世代 Bio-LSI、(B)第 2 世代 Bio-LSI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.6.4.  第 2 世代 Bio-LSIを用いた 2 項目同時検出 
 
 従来の Bio-LSI を用いた電流計測では、全ての測定電極に同一の電位を印加していたため単一の化学種
しか捉えられなかった（Fig. 1.9）[38]。つまり、この時の電気化学イメージは一つのスケールバーから構成
されている。特に第一世代 Bio-LSI では、各測定点をアドレス指定で電位制御できず複数の化学種の同時
計測が困難だった。 
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Fig. 1.9.  従来デバイス（第１世代 Bio-LSI）における電気化学イメージング。 (A) デバイス上に投入した
分析物の概略図 (Analyte A: 赤、Analyte B: 緑)。(B) 400 点の電極における印加電位マップ。(C) Analyte A
または Analyte B の電気化学イメージ。 
 
 一方、第二世代 Bio-LSI では V1, V2 モードを利用する事で 2 種類の電気化学活性種を同時にモニタリン
グできる。そこで、Fig. 1. 10 B のように隣接する電極で異なる電位となるよう電位印加し以下の手順でシ
グナル処理を行う事で、蛍光イメージの重ね合わせ画像のように 2 種類の化学種を同時表示できる。 
① 各電位（V1, V2）に対応した 2 枚のカラーイメージを取得 (Fig. 1.10 C-i) 
② 各イメージのデータを補間（補間法として LabVIEW で用意された重調和スプラインまたは三次補完
を使用） (Fig. 1.10 C-ii) 
③ 両イメージを統合し、2 種類の化学種を１枚のカラーイメージとして表示 (Fig. 1.10 C-iii) 
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Fig. 1. 10. 改良したデバイス（第 2 世代 Bio-LSI）における電気化学イメージング。 (A) デバイス上に投入
した分析物の概略図 (Analyte A: 赤、Analyte B: 緑)。(B) 400 点の電極における印加電位マップ。ここで、
それぞれ V1 の電位は Analyte A、V2 の電位は Analyte B を検出可能な電位を示している。(C) イメージン
グプロセス。初めに V1 および V2 を用いた 2 つの電気化学イメージ Analyte A または Analyte B の電気化
学イメージを取得。次に、ブランク (白)を埋めるために数学的処理を行う。最後に、二つのイメージを組
み合わせることで、2 つのスケールバーから構成される電気化学イメージが取得できる。 
以上の手法は、電気化学（Electrochemical）イメージングのカラ （ーColor）化である事から、Electrochemicolor 
imaing 法と名付けた。 
 
 
 
 
 
以上様々なイメージング手法を解説してきた。 
生体サンプル、特に神経細胞ネットワークや脳などの生体組織から放出される神経伝達物質のイメージン
グを対象にすることを考慮すると、各イメージング手法のメリットは以下のように表すことができる。 
 
Table 1.1. バイオサンプルを対象とするイメージング手法の比較 
 
 
神経伝達物質のイメージングには µm ~ mm スケールのセンシング範囲および１秒以下でのイメージン
グ速度が特に重要になってくる。また、神経伝達物質の濃度は nM ~ µM レベルで変化する。これ等を考
慮すると、神経伝達物質のイメージングには Bio-LSI の活用が最も望ましいことが分かる。 
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1.7. 本研究の目的・各章の概要 
 
 本研究では、Bio-LSI を用いた 2 次元培養または 3 次元培養した神経様細胞から放出される神経伝達物
質の検出を目的とした。さらに、第 2 世代 Bio-LSI の特性を活かし、レドックスサイクル誘導可能な電気
化学イメージングデバイスや、選択的な酵素修飾を施すことによる 2 種類の神経伝達物質の同時イメージ
ングデバイスの開発を行った。 
 
 
【第 2 章 2 次元培養した細胞の評価】 
細胞アッセイは工学および医学的応用が重要であり、特に、単一細胞解析は注目されいる。単一細胞解
析において、電気化学的手法は非常に有効な手段であり、リアルタイムかつ定量的な解析が可能である。
その中でも、微小電極はエキソサイトーシスや呼吸活性など、幅広い細胞解析が可能である。初めに 400
点の微小電極を有している Bio-LSI を用いて、網羅的に細胞の接着性を評価することを目指した。さらに、
細胞剥離の評価も同時に行った。次に、神経細胞の単一細胞解析を目指して Bio-LSI の電極上に接着した
神経細胞から放出される神経伝達物質の評価を目標とし、神経様細胞である PC12 を Bio-LSI の電極上に
培養し、PC12 から放出される神経伝達物質の評価を行った。 
 
 
【第 3 章 3 次元培養した神経様細胞塊の評価】 
 細胞の 3 次元培養は細胞同士の接着や密度を制御することが可能なため、細胞機能を高めることや、
ES 細胞の分化誘導を促進することが知られている。本章では 3 次元培養した神経様細胞から放出される
神経伝達物質の評価を行う。ドーパミンは酸化還元活性種であるため、電気化学的検出が可能である。こ
の電気化学的検出方法では、HPLC のようなサンプリングを必要とする検出方法と比較して、高空間分解
能であることやリアルタイム測定が可能であることが利点として挙げられる。そこで、Bio-LSI 上で神経
様細胞塊を刺激し、神経様細胞塊から神経伝達物質が放出される様子のイメージングを試みた。初めに、
複数回刺激可能な方法を用いて刺激を行い、神経伝達物質の放出の確認を行った。さらに、定量的な評価
に向けて評価方法を変え、均一に神経様細胞塊を刺激する方法を試みた。最後に、薬剤応答の評価を試み
た。 
 
 
【第 4 章 くし型 Bio-LSI を用いた神経伝達物質の評価】 
実際の脳スライスなどの生体組織では神経伝達物質以外にアスコルビン酸などの酸化還元活性種が含
まれている。そのため、これまでの一定電位を印加して測定する場合ではアスコルビン酸および神経伝達
物質を酸化し計測することになるため、選択的な検出が必要になる。レドックスサイクル誘導可能な電気
化学デバイスであるくし型電極を用いることで、アスコルビン酸存在下でのドーパミンの選択的検出例が
報告されている。さらに Ino らはこれまで、レドックスサイクルを誘導可能かつイメージング取得可能な
デバイスの開発を行っている[2]。しかし、この方法ではイメージ取得速度が遅く(30 s 以上)より、神経伝
達物質の放出のような比較的短い時間での細胞応答を評価するのに適していない。そこで、Bio-LSI とア
レイ化したくし型電極（IDEA）を組み合わせることにより、レドックスサイクル誘導可能な高時間分解
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能電気化学イメージングデバイスの開発を行う。この新規電気化学イメージングデバイスにより、ドーパ
ミンの選択的検出だけでなく、ドーパミン分子の拡散のイメージング、さらには神経細胞塊から放出され
る神経伝達物質の放出挙動のイメージングを試みる。まず初めに 180 個の IDEs がアレイ化した 180 
IDEA-Bio-LSI を作製し、増幅率等のデバイスの基礎評価を行う。次に、より高密度で電気化学イメージン
グを可能にするため 360 IDEA-Bio-LSI の開発を行い、FcCH2OH の拡散の様子や、神経様細胞塊から放出
される神経伝達物質の放出挙動のイメージングを目指した。 
 
 
【第 5 章 酵素修飾 Bio-LSI を用いた神経伝達物質の二項目同時検出】 
  神経伝達物質の一つであるドーパミン（DA）は、カテコールアミンの一種で細胞間のシナプス伝達
において化学的伝達物質として機能する神経伝達物質であり、その量はパーキンソン病に深く関連してい
る。したがって、パーキンソン病の治療に向けた細胞レベルでの評価・研究が盛んに行われている。同様
に、神経伝達物質の一つであるグルタミン酸（Glu）は、脳内で遍在的に産生される主要な神経伝達物質
である。 また Glu は、長期増強およびシナプス形成および維持などの重要な役割を果たす。さらに、中
枢神経系の Glu 濃度を調節することは、毒性や細胞死を誘発するために必要とされている。一方、Glu 濃
度の低下は長期増強や神経可塑性を低下させる可能性があるまた、DA は、Glu 過剰刺激のシナプス後効
果を防止することにより、虚血または音響外傷の間にシナプスを保護すると考えられている。したがって、
DA と Glu は密接に関連しており、これらの関係を詳細に明らかにするために、選択的かつ同時にイメー
ジングを可能にする技術が必要である。 
そこで、Bio-LSI の任意の電極に酵素を修飾することで、DA および Glu の選択的検出を目指した。DA
は直接電極上で酸化し、Glu はグルタミン酸オキシダーゼ (GluOx) / 西洋わさびペルオキシダーゼ 
(HRP)-Os polymer 修飾電極を用いることで、酵素を介した検出を行った。これら２種類の電極を修飾した
Bio-LSI を用いて、Electrochemicolor imaging を行うことで、DA および Glu の選択的かつ同時検出を目指
した。 
 
 
【第 6 章 総括】 
本論文を総括した。 
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第 2章  2次元培養した細胞の評価 
 
 
 
 
 
2.1. 初めに 
 
本章では、Bio-LSI の電極上に接着した神経細胞から放出される神経伝達物質の評価を目的とする。初
めに、MCF-7 を Bio-LSI の電極上に接着培養することで、細胞接着が電気化学測定に与える影響を評価し
た。さらに、PC12 を Bio-LSI の電極上に培養し、PC12 から放出される神経伝達物質の評価を行った。 
 
2.2. 実験方法 
 
2.2.1. Bio-LSI の作製 
  
本章では、電極作製方法に加え細胞培養方法についての実験方法を述べる。本章での Bio-LSI の作製方
法は第 1 世代および、第 2 世代 Bio-LSI の作製方法に関して述べる。これらの Bio-LSI はトッパンテクニ
カルデザインセンターが設計し、Semiconductor manufacturing International Corporation (SMIC)社にて製造さ
れた LSI基板を用いて、フォトリソグラフィ法により LSI基板上部に電極構造を導入することで作製した。 
 
2.2.1.1. 試薬・装置 
 
[試薬と材料] 
・イソプロパノール（試薬特級：和光純薬工業） 
・アセトン（試薬特級：和光純薬工業） 
・OAP（東京応化工業株式会社） 
・ポジ型フォトレジストS1818（ローム・アンド・ハース） 
・ネガ型フォトレジストSU-8 3005（化薬マイクロケム） 
・レジスト現像液MICROPOSITTMMF CD-26 DEVELOPER（ローム・アンド・ハース） 
・レジスト現像液SU-8 Developer（化薬マイクロケム） 
・銀ペースト（SILVER PASTE LS-109：アサヒ化学研究所） 
・セラミック基板（日本航空電子工業（JAE）） 
・ポリカーボネート製液だめ（外枠39 mm×29 mm、内枠29 mm×19 mm、容量2 mL） 
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（日本航空電子工業（JAE）） 
 
 [実験装置] 
・Milli-Q水製造装置（MILLIPORE：Direct-QTM） 
・マスクアライナー（MA-20：ミカサ） 
・高圧水銀灯（HB-50110AA：ウシオ電機） 
・スピンコーター（K-359SD-1：共和理研） 
・プラズマアッシング装置（PR 301：ヤナコ分析工業） 
・スパッタリング装置（L-332S-FH：ANELVA） 
・反応性イオンエッチング装置（ANELVA） 
・ダイシングソー（DAD3240：DISCO） 
・卓上ワイヤボンダ（HB16：TPT） 
 
[ソフトウェア] 
・CADソフト（Vector Works Ver.11、 A＆A、 NemetschekVectorworks） 
・LabVIEW 11.0.1 （National Instruments） 
 
2.2.1.2. コンタクトホールの開口 
 
第1世代のBio-LSIでは、SMICでLSI上の全てのパッドを開口した後に納品されていたが、第2世代では、
センサ部のパッドが開口されずに納品されている。これは、第2世代Bio-LSIでは、以下の理由によりセン
サパッドの大きさを小さくする必要があり、SMICで開口可能なデザインルールから外れるためである。
第2世代でセンサパッドが小さくなった理由は、第2世代では4モード切り替えのためのスイッチをユニッ
トセル内に増設する必要があり、第１世代と同じユニットセルの大きさ（250 μm×250 μm）を保つために
は、パッド面積を小さくする必要があったためである。 
そこで、第 2 世代 Bio-LSI では、コンタクトホールを開口するために、東北大学マイクロナノマシニン
グ教育センターの反応性イオンエッチング装置を用いて反応性イオンエッチング（Reactive Ion Etching; 
RIE）を行い、センサパッド上の Si3N4及び SiO2のエッチングを行った（Fig. 2.1）。このプロセスの手順
および詳細について以下で述べる。 
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Fig. 2.1. 第 2 世代 Bio-LSI の開口プロセス 
 
① ダイシング済みウェハからチップを取得した 
② 染色バッドを用いて超音波洗浄した  
  （アセトン10 s × 2 → イソプロパノール10 s × 2 → 超純水10 s × 2） 
③ O2アッシングによりBio-LSI上に儒着した有機物残渣を除去した(100 W、10 s) 
④ クリーンルーム内で保護層を以下の要領でパターニングした 
1. 疎水化剤OAPをスピンコートした(500 rpm、5 s → 3000 rpm、20 s) 
2. プリベークを行った(65℃ 1 min → 95℃ 5 min → 65℃ 3 min) 
3. ポジ型フォトレジスト S1818をスピンコートした(500 rpm、5 s → 3000 rpm、20 s) 
4. 再度プリベークを行った(65℃ 1 min → 95℃ 5 min → 65℃ 3 min) 
5. マスクアライナーによりアライメントを行った 
6. 水銀ランプを用いて露光した(波長405 nm、14 mW/cm2、14 s) 
7. 現像液であるCD-26 Developerに浸し現像した(現像時間：6 min) 
8. 蒸留水でリンスした(10 s × 2)  
9. O2アッシングにより有機物残渣を除去した(30 s) 
10. ハードベーク(180 ℃、30 min) 
Fig 2.2 にノボラック系のポジ型のフォトレジストの反応機構を示す[1]。ノボラック樹脂自身はアルカリ
可溶であるが、レジスト膜中ではナフトキノンジアジド（NQD）基による溶解抑止を受けて不溶化してい
る。露光により NQD 基が分解することで、この抑止作用が失われるとともに、カルボン酸基が生成し、
ノボラック樹脂の溶解が加速する。このようにして露光部がアルカリ現像液に溶解する。現像用のアルカ
リ溶液には一般的に 0.26N tetramethylammonium hydroxide （TMAH）が用いられる。 
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Fig. 2. 2. S1818 に代表されるノボラック樹脂の反応式[1] 
 
⑤ RIEの操作を東北大学マイクロ名のマシニング教育センター(MNC)にて、ANELVA RIE #1を使用して
RIEを行った。※作業はマニュアルに従った。 
使用ガス：CHF3/Ar（流量20 sccm/20 sccm） 
圧力：5 Pa、RFパワー：60 Wf、時間：90 min 
⑥ 保護層をアルミコンテナにチップと剥離液(アセトン)を入れ剥離した 
 
 
2.2.1.3. 電極の作製 
 
コンタクトホールが開けられた LSI チップの上にフォトリソグラフィにより、微小電極パターンを以下に
示す手順で作製した(Fig. 2.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.3. LSI チップ上への微小電極構造作製工程 
 
⑦ ポジ型レジストを以下の方法でパターニングした 
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1. O2アッシングにより有機物残渣を除去した(30 s) 
2. 疎水化剤であるOAPをスピンコートした 
3. プリベークした 
4. 犠牲層S1818をスピンコートした 
5. プリベークした 
6. クロロベンゼンにリンスした(10 s) 
7. マスクアライナーを用いてアライメントを行った 
8. 水銀ランプを用いて露光した(140 counts) (波長 405 nm、14 mW/cm2、30 s) 
9. 現像液であるCD-26 developerに浸すことで現像した (3 min) 
10. 蒸留水でリンスした(10 s×2) 
11. O2アッシングにより有機物残渣を除去した 
12. ハードベークを行った(180 ℃、30 min) 
 
⑧ 白金のスパッタリングを行った。 
1. マニュアルに従い、Ti、Au、Ptのスパッタを行った。 
成膜条件は Ar 流量 10 cm3/min、チャンバー内圧 10 Pa、RF 出力 200~400 W と設定し、Pt 電極の成膜に
は、Ti を 3 分間、Pt を 15~7 分間、Au 電極の成膜には Ti を 3 分間、Pt を 1 分間、Au を 10 分間それぞれ
順番にスパッタリングした。Pt、Au は酸化物であるガラスや SiO2などには接着しないため、バインダー
として Ti を用いた。Ti と Au の間に Pt 層を入れたのは、Au の接着性を向上させるためである。 
 
⑨ アセトンに浸しリフトオフを行った 
 
2.2.1.4. 絶縁層の作製 
 
⑩ ネガ型レジストをパターニングした 
1. O2アッシングにより有機物残渣を除去した(10 s) 
2. 疎水化剤であるOAPをスピンコートした(500 rpm、5 s → 3000 rpm、20 s) 
3. プリベークした(65℃ 1 min → 95℃ 5 min → 65℃ 3 min) 
4. ネガ型フォトレジストをパターニングした (500 rpm、5 s → 3000 rpm、20 s)  
5. プリベークした(65℃ 1 min → 95℃ 5 min → 65℃ 3 min)  
6. マスクアライナーを用いてアライメントを行った 
7. 水銀ランプを用いて露光した(波長405 nm、14 mW/cm2、100 counts)  
8. ポストベークした(65℃ 1 min → 95℃ 5 min → 65℃ 3 min)  
9. 現像液であるSU-8 developerを用いて現像した ( 6 min) 
10. イソプロパノールでリンスした (10 s×2) 
11. ハードベークした(180 ℃、30 min) 
 
ここで、Fig. 2.4 にネガ型フォトレジスト SU-8 の反応機構を示す[1]。SU-8 フォトレジストには Fig. 2.4
（A）に示す構造のエポキシ樹脂と、アンチモン化合物が含まれている。アンチモン化合物は光によって
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光酸を発生する（Fig. 2.4（B））。引き続いて行われるポストベークにより、光酸が触媒する架橋反応が
Fig. 2.4（C）の機構で進行する。SU-8 は微細な構造を高アスペクト比で作製できるメリットがあり、微小
電気機械素子（Micro Electro Mechanical Systems; MEMS）の作製に広く用いられている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.4.  ネガ型フォトレジスト SU-8 における反応式 
 
 
2.2.1.5. パッケージング 
 
電極パターンを構築したLSIチップを、10.9 mm四方に切り出して、ワイヤボンドによりセラミック基板
上に配線した金と接続した。その後、ポリカーボネート枠を用いてワイヤボンド部分およびセラミック基
板上の金配線を保護し、液溜めを取り付けた。以下に詳細な手順を記す。 
 
⑪ チップをダイシングした 
MNCのフロンティア棟にあるダイシングソーでLSIチップを10.9 mm四方に切り出した。操作はマニュ
アルに従った。以下にレシピを示す。ブレードは「NBC-Z 2060 54（外径）×0.1（幅）×40（内径）(mm)」
を用いた。 
インデックス：10.9 mm×10.9 mm 
送り速度：2.0 mm/s 
スピンドル回転数：30000 rpm 
ワーク厚み：0.625 mm 
テープ厚み：0.070 mm 
ブレードハイト：0.050 mm 
切断の際にシリコンの削りカスが付着している可能性があるため、LSI チップを切り出した直後に蒸留水
で洗浄した。 
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⑫ 切り出したLSIチップを金配線が施されたセラミック基板に銀ペーストで接着し、ワイヤボンドによ
りLSIチップと配線を接続した 
1. 金配線が施されたセラミック基板の中央部分に銀ペーストを薄く塗布し、切り出したLSIチップをのせ、
180℃でベークすることで接着した 
2. マニュアルに従い、ワイヤボンディングを行った 
  
Fig. 2.5 にワイヤボンダの写真を記載する。金ワイヤ（直径 25 µm）の装填されたキャピラリー（型式：
B1014-78-25-12）基板に接触させ、超音波をかけることで基板に金ワイヤを接着させた。以下にワイヤボ
ンダの写真と、Bio-LSI のボンディング時に標準的なボンディングパラメータおよびループプログラムを
記載する。また、ヒーター温度は 100℃とした。室温の変化や基板の状態等考慮し、必要に応じて各パラ
メーターは調整した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.5. ボンディング 
 
Table 2.1 ボンディングパラメータ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. 6. ループパラメータ 
 
⑬ ポリカーボネート枠をエポキシ接着剤によって固定した。 
これらの操作により第 1 世代または第 2 世代 Bio-LSI を作製した。(Fig. 2. 7) 
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Fig. 2. 7. 作製した第１世代 Bio-LSI 
 
 
 
 
2.2.2. 細胞培養 
 本論文で扱う細胞は、ヒト乳がん由来細胞株(MCF-7)、神経様細胞として用いているラット副腎髄質由
来細胞株(PC12)を使用している。ここでは、これらの細胞の培養方法について述べる。 
 
2.2.2.1. 細胞種・試薬の調製 
 
○ MCF-7：ヒト乳がん由来細胞 
東北大学加齢医学研究所付属医用細胞資源センターから提供 
 
○ PC12：マウス副腎髄質クロム親和性細胞種 
東北大学加齢医学研究所付属医用細胞資源センターから提供 
 
● PBS(-)：リン酸緩衝液(Ca2+、Mg2+ 不含) 
  洗浄した瓶に Dulbecco’s PBS(-) (Wako, Cat. -41-20211)、および Milli-Q 水 500 mL を加え、オートクレ
ーブ滅菌を行った。 
 
● 0.6 mM EDTA－PBS 
  洗浄した瓶にDulbecco’s PBS(-) (Wako, Cat. -41-20211)、0.1116 g EDTAおよびMilli-Q水 500 mLを加え、
オートクレーブ滅菌を行った。 
 
● 0.3 M 塩酸溶液 
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2.2.2.2. MCF-7 の培養 
・培地組成 
MCF-7 の培地組成を以下の表にまとめた。 
Table 2.2. MCF-7 の培地組成 
 
 
 
 
 
 
 
・継代操作 
細胞の様子を見て、 3日から4日ごと継代した。 全てクリーンベンチ内で行った。  
以下に手順を示す。  
① 培地を除去し、PBS(-)を添加して細胞層の洗浄を行った 
② PBS(-)を取り除いた後、トリプシン1 mLを添加して3 minインキュベータ(SCA-165、ASTEC)に入れ細
胞を剥離した 
③ 血清が含まれる培地を4 mL添加し、反応を停止させた。トリプシンは血清や培地などのイオンにより
失活する 
④ 液全量(5 mL)を15 mLの遠沈管に移し、ピペッティングを20回程度行いシングルセル状態にした。こ
の際、泡立たないように注意する 
⑤  4 ℃、1500 rpmで5min遠心分離機(CT15D、Hitachi-Koki、Ltd.)を用いて遠心操作を行った 
⑥ 上澄を除去した後、培地を5 mL添加し、ピペッティングによりペレット状態の細胞塊を細胞懸濁液に
した 
⑦ C-Chip(AR BROWN CO.、LTD.、DHC-B02)を用いて細胞数カウントを行い、懸濁液の細胞濃度を求め
た 
⑧ 5.0×105 cells/5mLの濃度で25 cm2フラスコに播種した 
⑨ 37℃、5 % CO2、95 % Airの条件で、インキュベータ内で培養を行った 
 
また、⑦と⑧の操作は1フラスコの細胞を1/4や1/2の濃度で適宜継代することで操作を簡略化した。 
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2.2.2.3. 神経様細胞の培養 
 
・培地組成 
PC12 の培地組成を以下の表にまとめた。 
 
Table 2.3. PC12 の培地組成 
 
 
 
 
 
 
・継代操作 
細胞の様子を見て、 3日から4日ごと継代した。 全てクリーンベンチ内で行った。  
以下に手順を示す。  
① 培地を除去し、0.6 mM EDTA－PBSを添加して細胞層の洗浄を行った 
② 0.6 mM EDTA－PBSを取り除いた後、再度0.6 mM EDTA－PBSを5 mL添加して3 minインキュベータ
(SCA-165、ASTEC)に入れ細胞を剥離した 
③ フラスコ内をピペッティングにより完全に細胞を剥離した 
④ 液全量(5 mL)を15 mLの遠沈管に移し、再度ピペッティングを20回程度行いシングルセル状態にした。
この際、泡立たないように注意する 
⑤  4 ℃、1500 rpmで5min遠心分離機(CT15D、Hitachi-Koki、Ltd.)を用いて遠心操作を行った 
⑥ 上澄を除去した後、培地を5 mL添加し、ピペッティングによりペレット状態の細胞塊を綱細胞懸濁液
にした 
⑦ C-Chip(AR BROWN CO.、LTD.、DHC-B02)を用いて細胞数カウントを行い、懸濁液の細胞濃度を求め
た 
⑧ 5.0×105 cells/5mLの濃度で25 cm2フラスコに播種した 
⑨ 37℃、5 % CO2、95 % Airの条件で、インキュベータ内で培養を行った 
 
また、⑦と⑧の操作は1フラスコの細胞を1/4や1/2の濃度で適宜継代することで操作を簡略化した。 
 
2.2.2.4. 神経様細胞の分化誘導 
 
神経様細胞の分化誘導にはディッシュのコラーゲンコートおよび、培地への NGF 7s (Nerve Growth Factor)
が必要である。NGF は、神経様細胞の増殖を停止させ、神経線維を伸長させることで、交感神経節ニュー
ロン様性質を持つようになるため、広く扱われている[2]。 
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以下にコラーゲンコートの手順を示す。 
① Cellmatrix Ⅰ-C (1 mg /mL、新田ゼラチン株式会社) 100 µL と 0.3 M 塩酸 900 µL を混合した。 
② ディッシュ上に溶液を入れ、液全体をディッシュになじませた後、上澄液を回収した。 
③ 30 min 程度風乾した。 
 
次に、神経様細胞の分化誘導の手順を示す。 
神経様細胞の分化誘導には以下の培地を用いた。 
Table 2.4. PC12 の分化誘導培地組成 
 
 
① 2.2.2.3 節の⑤まで同様の操作を行った。 
② PC12 分化誘導培地を 1 mL 入れピペッティングにより細胞が分散した細胞懸濁液を得た。 
③ コラーゲンコートした 35 mm ディッシュに分化誘導培地 2 mL 入れた 
④ ディッシュに 60 ~ 120 µL の細胞懸濁液を入れてピペッティングにより分散させた 
⑤ 37℃、5 % CO2、95 % Airの条件で、インキュベータ内で培養を行った 
 
2.2.2.5. 細胞凍結・融解 
 
● 細胞凍結保存 
 
① 細胞継代操作と同様に懸濁液を作製し、C-chip により細胞数をカウントした 
② 遠心分離により、ペレット状にしたのち、5.0 × 106 cells/mL になるように凍結保存用培地(セルバンカ
ー、日本全薬工業株式会社)を加え懸濁した 
③ 調整した細胞懸濁液を 1 mL ずつクライオチューブに入れ、さらに、バイセル(日本フリーザー株式会
社)、-80℃のディープフリーザー内で凍結した 
④ 翌日チューブを液体窒素に移し保存した。 
 
● 細胞融解 
 
① 液体窒素から取り出したクライオチューブを手早く 37℃のウォーターバスで溶かした 
② 表面が溶け、小豆大の大きさになったら、あらかじめ遠沈管に準備しておいた 4 mL の培地に入れ、
遠心分離した 
③ 上澄を除去し、新たに培地を加えピペッティングにより懸濁した 
④ 細胞を培養用のフラスコに入れ、インキュベータで培養した 
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2.3.  MCF-7 を用いた細胞接着性の評価 
 
本節では 2 次元培養した神経細胞から放出される神経伝達物質の検出を行う前に、細胞の接着が電極に
与える影響を調べるために、初めに細胞接着性の評価を行った。 
細胞アッセイは工学および医学的応用が重要であり、特に、単一細胞解析は注目されいる。悪性腫瘍の
うち 70 %は上皮由来であり、細胞接着を研究することは基本的かつ重要な内容である[3]。例えば、ガン細
胞の接着性や遊走性を評価することにより、ガン転移に関する様々な知見が明らかになっている。 
 単一細胞解析において、電気化学的手法は非常に有効な手段であり、リアルタイムかつ定量的な解析が
可能である。その中でも、微小電極はエキソサイトーシス[4]や呼吸活性[5]など、幅広い細胞解析が可能で
ある[6]。本節では、400 点の微小電極を有している Bio-LSI を用いて、網羅的にガン細胞の接着性を評価
することを目的とした。さらに、細胞剥離の評価も同時に行った。 
  
 
2.3.1. 検出原理 
 本研究では Fig. 3.1 に示すような検出原理で細胞の接着性を評価した。この方法では、電極表面に細胞
が接着することによって電流値が低下することを利用している。細胞が接着していない電極では、メディ
エータが十分に反応する(Fig. 2.8 右)が、細胞が接着している電極では、電流値が低下する(Fig. 2.8 左)。本
研究では、メディエータとして[Fe(CN)6]
4-または FcCH2OH を用いた。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.8. 接着性の評価方法 
 
2.3.2. 試薬・実験装置 
[試薬] 
・ Cellmatrix Ⅰ-C (1 mg /mL、新田ゼラチン株式会社) 
・ 0.3 M 塩酸 
・ フェロシアン化カリウム (K4[Fe(CN)6]) 
・ FcCH2OH 
・ リン酸緩衝液(PBS) 
 
[実験装置・器具] 
・ 第２世代 Bio-LSI (作用極：電極直径 40 µm、電極素材：Pt) 
・ Bio-LSI 測定システム 
・ Pt 対極 
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・ Ag/AgCl 参照極 (RE-1 CP, BAS) 
・ 光学顕微鏡(VHX-1000 SP1514, KEYENCE) 
 
2.3.3. デバイスのコラーゲンコート 
 
Bio-LSI 上への細胞の接着性を高めるため、Bio-LSI 上にコラーゲンコートを行った。実験手順は以下に示
す。 
④ Cellmatrix Ⅰ-C (1 mg /mL、新田ゼラチン株式会社) 100 µL と 0.3 M 塩酸 900 µL を混合した。 
⑤ O2アッシャー済みの Bio-LSI 上に滴下し、上澄液を回収した。 
⑥ 30 min 程度風乾した。 
 
2.3.4. デバイス上での細胞培養 
細胞培養方法は 2.2 章の方法に従って行った。 
Bio-LSI 上での培養は以下に実験手順を示す。 
① コラーゲンコート済みの Bio-LSI に培地 1 mL を入れた。 
② MCF-7 を培養しているフラスコから剥離することで細胞懸濁液を用意した。 
③ 細胞懸濁液 10 µL をゆっくり Bio-LSI のセンサ上へ投入した。 
④ 慎重にインキュベータ(37 ℃、5.0 % CO2)に持って行き 12 h 培養した。 
 
2.3.5. 電気化学測定 
Bio-LSI の電気化学的評価は以下の手順で行った。 
① Bio-LSI を O2アッシャーにより洗浄した。(コラーゲンコート後の Bio-LSI は行わない) 
② Bio-LSI を Bio-LSI システムにセットした。 
③ 参照極・対極をセットし、各測定(クロノアンペロメトリ、サイクリックボルタンメトリ測定)を行っ
た。 
 
Bio-LSI を用いた細胞接着性の評価は以下の手順で行った。 
① インキュベータから Bio-LSI を取り出し、PBS で２回洗浄した。(細胞の剥離を防ぐため慎重に行うこ
と) 
② 顕微鏡を用いて Bio-LSI 上に接着した細胞を撮影した。 
③ 測定溶液(1 mM フェロシアン化カリウム)に置換し、Bio-LSI システムにセットした。 
④ 参照極・対極をセットし、0.6 V vs. Ag/AgCl を印加し、測定を行った。 
⑤ 測定後、再び PBS で洗浄し次の測定溶液(1 mM FcCH2OH)を加えた。 
⑥ 同様に、参照極・対極をセットし、0.6 vs. Ag/AgCl を印加し、測定を行った。 
 
2.3.6. 細胞剥離試験 
細胞剥離試験は Triton X-100 を用いて行った。以下にその方法を示す。 
① 細胞が接着した Bio-LSI を PBS で 2 回洗浄し、PBS に溶解させた 1.0 % Triton X-100 を加えゆっくり
とピペッティングした。 
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② 15 min 後、1.0 % Triton X-100 溶液を吸い取り、PBS で２回洗浄後、測定溶液に置換し、Bio-LSI シス
テムにセットした。 
③ 参照極・対極をセットし、0.6 V vs. Ag/AgCl を印加し、測定を行った。 
④ 測定後、再び PBS で洗浄し次の測定溶液(1 mM FcCH2OH)を加えた。 
⑤ 同様に、参照極・対極をセットし、0.6 vs. Ag/AgCl を印加し、測定を行った。 
 
 
 
2.3.7. 実験結果 
2.3.7.1. コラーゲンコートの影響 
 電極に修飾したコラーゲンで電気化学測定に与える影響を評価した。はじめに、フェロシアン化カリウ
ムを用いたコラーゲンコート前後のサイクリックボルタモグラムを Fig. 2.9 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.9. [Fe(CN)6]
4-のコラーゲンコート前後における (A) サイクリックボルタモグラムおよび (B) 0.6 V
における電流値（修飾前：青、修飾後：赤） 
 
  0.6 V における 400 点のコラーゲンコート前の電極およびコラーゲンコート後の平均電流値はそれぞ
れ、4.73 ± 0.17 nA および 4.15 ± 0.22 nA であった(Fig. 2.9(B))。400 点の電極における標準偏差がコラーゲ
ンコート前後において変化していないかとこから、各電極を均一にコラーゲンでコートできたと言える。 
 さらにウェル中の微小電極における理論電流値は以下の式で求めることができる[7]。 
i =  
4𝜋𝑛𝐹𝐶𝐷𝑟2
4𝐿 +  𝜋𝑟
 
ここで、i は理論電流値、n は反応電子数、F はファラデー定数、C は酸化還元活性種の溶液濃度、D は拡
散係数([Fe(CN)6]
4-：7.6×10-10 m2/s)[8]、r は電極半径、L はウェルの深さを表している。得られた理論値は
4.45 nA であり、コラーゲンコート前の電流値と近い値となった。 
  
コラーゲンコート前のフェロシアン化カリウムのサイクリックボルタモグラムの形状はシグモイド型
であるのに対してコラーゲンコート後でのサイクリックボルタモグラムの形状は電流値の立ち上がりが
遅く、コラーゲンコート前とは異なる形状を示した。一方で、コラーゲンコート前後での FcCH2OH のサ
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イクリックボルタモグラムの形状は変化がなかった(Fig. 2.10)。これは、コラーゲンが電極表面における電
子移動の活性サイトを阻害し、電子移動速度の遅い[Fe(CN)6]
4-はその阻害の影響が大きいためであると考
えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.10. FcCH2OH のコラーゲンコート前後におけるサイクリックボルタモグラム 
 
 次に、[Fe(CN)6]
4-の各濃度における電流値を評価した。その結果を Fig. 2.11 に示す。この結果より、溶
液濃度と電流値に線形関係が見られているため、定量的な評価が可能であると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.11. [Fe(CN)6]
4-の(A)各濃度におけるアンペログラムおよび(B)検量線 
 
2.3.7.2. MCF-7 の接着性評価 
  
Fig.2.12A に Bio-LSI 上で MCF-7 を 12 h 培養した結果を示す。この図より、直径 40 µm の電極上に１つ、
もしくはそれ以上の細胞が存在していることがわかった。ここで、電極上にある細胞数ごとに、no cells、
one cell、two cells、three or more cells に分類した。（Fig.2.12B および C） 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2.12. (A)Bio-LSI 上に接着した細胞の接着顕微鏡像および(B)細胞数(C)細胞接着数の分布 
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次に、電極上の細胞数と[Fe(CN)6]
4-の酸化電流値の関係を Fig.2.13 に示す。電極上に細胞が乗っていな
い場合、[Fe(CN)6]
4-の酸化電流値は 2.01 ± 0.19 nA であった。この電流値は細胞培養前の電流値より低い。
これは細胞培養時に培養液に含まれる成分が電極表面に吸着し、電気化学反応が阻害されたためだと考え
られる。細胞が一つだけ電極上に存在している one cell の電極では、[Fe(CN)6]
4-の酸化電流値は no cells と
比較して低かった。これら no cells と one cell と比較して有意な差が見られていることから、単一細胞レベ
ルでの検出が十分に評価できていると言える。また、電極上に接着している細胞数が増えるに従って電流
値の低下が見られた（one cell: 1.68 ± 0.28 nA、two cells、1.53 ± 0.27 nA、three or more cells、0.84 ± 0.36 nA）。
しかし、one cell と two cells を比較して、有意な差は見られなかった。これは、two cells では細胞間相互
作用が効いていることが考えられるが、これを証明するにはさらに詳細な研究が必要である。しかし、以
上のことから、Bio-LSI は単一細胞レベルで細胞接着を評価できると言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.13. [Fe(CN)6]
4-を用いた細胞接着の(A)電気化学イメージおよび(B) 各電極上に存在する細胞数と電
流値の関係 
 
 
 次に、1.0 mM FcCH2OH 溶液を用いて、FcCH2OH の酸化電流値と細胞数の比較を行った (Fig. 2.14)。
[Fe(CN)6]
4-の結果と同様に、電極上に培地の成分が吸着することで電流値低下が低くなるような影響を受
けているが、その影響は[Fe(CN)6]
4-の場合と比較して小さい。さらに、電極上に接着した細胞数の増加に
伴い電流値の低下は見られているが、その減少量は[Fe(CN)6]
4-の場合と比較して小さい。これは、FcCH2OH
は疎水性酸化還元活性種であり、細胞膜を透過するためだと考えられる。一方で、[Fe(CN)6]
4-は負電荷を
有しており、親水性酸化還元活性種であることが知られている。そのため、[Fe(CN)6]
4-は細胞膜を透過す
ることができない。これらの理由から、[Fe(CN)6]
4-の電流値の減少量は FcCH2OH と比較して大きく、細胞
接着評価を行うのには適していると言える。 
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Fig. 2.14. FcCH2OH 
-を用いた細胞接着の(A)電気化学イメージ(B)まとめ 
 
 
 
 
2.3.7.3. 細胞剥離試験 
 
 次に、Triton X-100 を用いた細胞剥離の影響を行った。Triton X-100 は非イオン性界面活性剤で細胞を溶
解させる作用を有しているため、細胞に対して毒性を有する[8]。 Fig.2.15A および 2.15B に、Triton X-100
処理前の光学顕微鏡像および電気化学イメージをそれぞれ示した。およそ 10 分間 Triton X-100 処理後、細
胞は完全に剥がれていることがわかる(Fig.2.15C)。さらに、細胞剥離後の電気化学イメージ(Fig.2.15D)お
よびアンペログラム(Fig.2.16)から、[Fe(CN)6]
4-の酸化電流値はおよそ 0.9 nA から 1.4 nA に上昇したことが
確認できる。これらの結果は、Bio-LSI を用いて電気化学的に細胞剥離を評価できることを示している。
しかし、剥離試験後において細胞接着・非接着の電極に関わらず、電流値は完全に剥離試験前の no cells
の電流値に戻らなかった。これは電極表面が、Triton X-100 で汚れてしまったためだと考えられる。しか
し、これらの結果は、Bio-LSI は剥離試験においても単一細胞レベルでの細胞評価が可能であることを示
している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.15. Triton X-100 処理前の(A)光学顕微鏡像および(B)電気化学イメージ、Triton X-100 処理後の(C)光学
顕微鏡像および(D)電気化学イメージ 
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Fig. 2.16. Triton X-100 処理前後におけるアンペログラム 
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2.4. 神経様細胞の評価 
 これまで、神経様細胞から放出される神経伝達物質を電気化学的に検出する方法は既に報告がある。
Wightmann
[9]や Takahashi[10, 11]らは、走査型電気化学顕微鏡(SECM)を用いて、神経細胞から放出される神経
伝達物質を検出している。この方法では、細胞近傍まで電気化学プローブを接近させ、高濃度 K+溶液で
刺激後、放出された神経伝達物質を検出する。しかし、細胞の１点における神経伝達物質しか検出できな
かった。一方で、Wang らは微小電極アレイ上で神経様細胞を培養し、放出された神経伝達物質を各電極
上で網羅的に検出することに成功している[7, 12]。 
 一方で、この神経用細胞は神経成長因子(NGF)存在化でシナプス構造様に分化する[13, 14]。これまで、NGF
非処理の神経様細胞から放出された神経伝達物質を網羅的に解析された研究の報告のみであり、NGF 処理
神経様細胞に関しては報告されていない。そこで本研究では、Bio-LSI を用いて、NGF 処理神経様細胞か
ら放出される神経伝達物質を網羅的に検出することを目指し、デバイス上での神経様細胞の培養および
NGF 処理、神経伝達物質の検出を試みた(Fig.2.16)。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.16. 電極上に接着した神経様細胞から放出される神経伝達物質の検出 
 
2.4.1. HPLC による神経伝達物質の検出 
 
高速液体クロマトグラフィ（HPLC）を用いた方法では、分析対象や様々な物質を含む水溶液をカラム
に通すことによって、充填剤との相互作用の強さの違いにより混合物を分離し、各測定対象を分離して検
出器で検出することが可能である[15]。検出器には紫外可視分光検出器や蛍光分校検出器、電気化学検出器
などがある。紫外可視分光検出器では、入射光に対する吸光度の変化により検出する。電気化学検出器で
は、電極上において物質を酸化もしくは還元した時の電流値の変化により検出する。HPLCは分析対象を
選択的・高感度・少量サンプル量(数µL)で検出可能であるため、生体組織の評価に適している。 
神経様細胞から放出されるドーパミンは酸化還元活性種であるだけでなく、紫外領域に吸収波長を有し
ているため UV 検出器を用いた HPLC での測定が可能である。そこで、神経様細胞から放出されるドーパ
ミンが放出されることを確認するため、HPLC を用いたドーパミンの検出を行った。さらに、本節では第
3 章で行う薬剤応答試験で用いる L-DOPA の影響も同時に評価した。 
測定は「東北大学工学部・工学研究科技術部合同計測分析班」に依頼した。分析室の測定装置を用いて
検量線の作製および2次元培養した神経様細胞から放出される神経伝達物質の測定を以下の条件で測定し
た。 
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2.4.1.1. 実験方法 
[実験装置・条件] 
Model：Agilent 1200 
Detector: UV-vis(190 –600 nm) 
Column: 4.6×75m, Zorbax SB-C18, 3.5 μm  
Mobile phase: A= 0.025 M KH2PO4 +0.3 mM heptanesulfonic acid in water (pH=3),  
B= acetonitrile 
Flow rate: 1.0 ml/min 
Gradient: at 0 min 1%B 
: at 5 min 2%B 
: at 9 min 15%B 
Wavelength: 204 nm 
Column compartment temperature: 30℃ 
stop time: 10 min 
post time: 5 min 
Injection volume: 15 μl 
 
[測定溶液] 
ドーパミン水溶液：HBSS 溶液中に各量のドーパミンを溶解させることで調製 
実サンプル：以下の手順で神経様細胞から放出された神経伝達物質の検出を行った。 
① 大フラスコで神経様細胞を培養した。 
② 測定 1 h 前に培地交換を行った。この時、L-DOPA 処理サンプルは 100 µM L-DOPA を溶解させた培地
で行った。 
③ 0.6 mM EDTA-PBS溶液で 2回洗浄後、0.6 mM EDTA-PBS溶液を 10 mL入れ、インキュベータにて 5 min
培養した。 
④ フラスコから剥がれた神経様細胞を回収し、遠沈管に入れた。 
⑤ 1000 rpm、3 min、4 ℃の条件で遠心分離をかけた。 
⑥ 上澄み液を捨て、高濃度 K+溶液(105 mM KCl 溶液)を 3 mL を加え、ピペッティングにより細胞を分
散させた。 
⑦ 15 min 後、再度 1000 rpm、3 min、4 ℃の条件で遠心分離をかけた。 
⑧ 得られた上澄みを実サンプルとして用いた。 
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2.4.1.2. 実験結果 
 各濃度におけるドーパミンの HPLC 測定結果を Fig. 2.17 に示す。このグラフでは、4.8 min 程度および
5.4 min 程度に大きなピークが確認されたが、遅れて検出された 5.4 min がドーパミンのピークである。 
 
 
 
 
 
Fig. 2.17. HPLC 測定結果 
 
 次に、実サンプルにおける神経伝達物質の検出を行った。ここでは、薬剤非処理の実サンプル以外に
L-DOPA 処理の実サンプルも同様に測定した。結果を Fig. 2.18 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.18. (A)HPLC 検出結果 (B)5.4 min のピークにおけるピーク面積 
 
 それぞれの図で 5.4 min 程度に観測されるピークは、ドーパミン水溶液の結果からドーパミンであると
考えられる。これまで、Arai は HPLC による実サンプルの測定でドーパミンの検出ができていなかった[15]。
その理由として、Ca2+の有無が関連していると考えられる。高濃度 K+溶液により強制的に脱分極後、Na+
イオンチャネル、K+イオンチャネル、Cl-イオンチャネルにより、興奮・抑制性シナプス後電位を引き起こ
す。それに伴い、Ca2+イオンチャネルが興奮性シナプス後電位を引き起こし、さらに、シナプス小胞に作
用して、神経伝達物質の法主を引き起こす。そのため、PC12 からのドーパミンの放出には Ca2+の存在が
必要不可欠であったと考えられる。 
 薬剤として L-DOPA を処理した神経様細胞の計測では、薬剤非処理である Control と比較して 4.3 倍近
くピーク面積が増加していることが分かる。これは、L-DOPA がドーパミンの前駆体であり、神経様細胞
内に L-DOPA が取り込まれると、神経様細胞内のチロシンハイドロキシラーゼによってドーパミンへ変換
し、シナプス小胞内へ蓄積されるためである。過去の報告では、PC12 に対して 100 µM の L-DOPA を 1 h
処理したサンプルのドーパミン放出量は、非処理と比較して、3.8 倍上昇することが報告されている[16]。
今回の実験でも過去の文献と類似した傾向が見られた。 
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2.4.2. Bio-LSI による神経伝達物質の検出 
2.4.2.1. 実験方法 
[試薬・溶液] 
・HBSS    ： Hank's Balanced Salt Solution、 Cat. 14025-092, Gibco (Ca2+, Mg2+含) 
 
[装置] 
・Bio-LSI 測定システム 
・第１世代 Bio-LSI 
・Ag/AgCl 電極 (RE-1 CP, BAS) 
・Pt 対極 
・光学顕微鏡 (VHX-1000 SP1514, KEYENCE) 
[細胞培養] 
細胞の接着性を向上させるため、MCF-7 の Bio-LSI による接着性評価の実験と同様に Bio-LSI 上にコラ
ーゲンコートを行った。コラーゲンコート方法は 3.2.1.2 章の方法に従った。 
神経様細胞の培養は MCF-7 の Bio-LSI による接着性評価の実験と同様の操作を行った。以下にその実験
操作を示す。 
① コラーゲンコート済みの Bio-LSI に培地 1 mL を入れた。 
② PC12 を培養しているフラスコから剥離することで細胞懸濁液を用意した。 
③ 細胞懸濁液 10 µL をゆっくり Bio-LSI のセンサ上へ投入した。 
④ 慎重にインキュベータ(37 ℃、5.0 % CO2)に持って行き 5 日間培養した。 
この時、神経分化誘導を行うため、分化誘導培地を用いた培養した。 
 
2.4.2.2. 実験結果 
 Bio-LSI 上での培養結果を Fig. 2.19 に示す。Day 1 では、神経様細胞が丸い形状であるのに対して、Day2 
~5 で Bio-LSI 上で神経様細胞が進展している様子が確認された。以上より、Bio-LSI 上での神経様細胞の
培養および神経分化誘導に成功したと言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.19. Bio-LSI 上で培養した神経様細胞の光学顕微鏡像 
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次に、Fig.2.20A および B、C に 5 日間細胞を培養したデバイス全体像および電気化学イメージ、アンペ
ログラムをそれぞれ示す。この時の測定は、HBSS 中で 0.6 V を印加することで電気化学イメージを得た。
得られた電気化学イメージから、測定電流が安定せず測定困難であることが分かる。これは、デバイスが
培地やインキュベータ中の湿度による影響や、タンパク質等の分子が電極表面に吸着したため測定困難に
なったと考えられる。そのため、長期培養可能なデバイスへ改良することで、神経様細胞から放出される
神経伝達物質が測定可能であると考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.20. 神経様細胞が接着した Bio-LSI の(A)光学顕微鏡像、(B)電気化学イメージ、(C)アンペログラム 
 
 
 
2.5. まとめ 
 
第 2 章では Bio-LSI の電極上に接着した細胞の評価を行った。まず、MCF-7 を用いた細胞接着細胞評価
では、電極上に 1 個、2 個もしくは 3 個以上の細胞にて電流値の差が見られた。このことから、Bio-LSI
は単一細胞レベルで細胞の接着性評価が可能であることが示された。さらに、Triton X-100 を細胞剥離の
影響を評価することに成功した。一方で、Bio-LSI は長期培養によって何らかの異常が発生するため、分
化した神経細胞を用いた神経伝達物質の放出の評価は困難であった。これらのことから、Bio-LSI は細胞
接着性を評価するのに十分な分析ツールであることが示唆されたが、長期培養を行えるように改良するこ
とで更なる応用が期待できる。 
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第 3章  神経細胞塊から放出される神経伝達物質の評価 
 
 
 
 
 
3.1. はじめに 
  
ドーパミンのような神経伝達物質は細胞間の情報伝達物質の役割を担っている。また、脳内におけるド
ーパミンの放出量の減少はパーキンソン病などの深刻な神経変性疾患を引き起こすことが知られている[1]。
そのため、パーキンソン病の治療薬に関する研究は非常に注目されている [2-4]。これを達成するために、
ドーパミン作動性細胞のエキソサイトーシスによって放出されるドーパミンを網羅的に解析する技術が
開発されてきた。第 2 章では、2 次元培養を行った神経様細胞の単一細胞レベルでの細胞評価を目標とし、
Bio-LSI を用いて実験を行ったが、本章では 3 次元培養した神経様細胞から放出される神経伝達物質の評
価を行う。 
細胞の 3 次元培養は細胞同士の接着や密度を制御することが可能なため、細胞機能を高めることや、ES
細胞の分化誘導を促進することが知られている。これまで、Baldwin らは 3 次元培養した PC12 から放出
される神経伝達物質を、高速液体クロマトグラフィ(HPLC)を用いて解析を行い、単一細胞よりも PC12 の
凝集体の方が細胞当たりの神経伝達物質の放出量が高いことを報告している[5]。これは、細胞培養方法が
神経伝達物質の放出量に影響を与えていることを示唆している。 
 神経伝達物質は酸化還元活性種であるため、電気化学的イメージングが可能である。この電気化学的イ
メージングでは、HPLC のようなサンプリングを必要とする検出方法[6-8]と比較して、リアルタイム測定や、
イメージングによる容易なスクリーニングが利点として挙げられる。例えば第 2 章で実施した HPLC での
PC12 の細胞活性評価では 15 分の高濃度 KCl での刺激が必要な上、HPLC の測定に 15 分程度時間を要す
る。そのため、リアルタイムでの細胞から放出される神経伝達物質の放出挙動を評価することは困難であ
る。さらには、刺激後の上澄み液をサンプリングするため、溶液全体に希釈された神経伝達物質の濃度を
計測する必要がある。そのため、高感度検出可能な HPLC が求められる。一方で、Bio-LSI のような電気
化学イメージングセンサを用いることで、細胞周辺の電気化学活性種の濃度、すなわち神経伝達物質の濃
度がリアルタイムで分かるため、高感度・リアルタイムイメージング・ハイスループットスクリーニング
の達成が期待される。 
 第 4 章ではこれらの利点を有した Bio-LSI を用いて神経様細胞塊から放出される神経伝達物質のリアル
タイムイメージングの取得を目指した。さらにパーキンソン病治療薬などの薬剤が神経様細胞塊に与える
影響を評価した。 
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3.2. 実験方法 
3.2.1. 細胞培養 
 
細胞培養は 2.2 章に従って行った。 
神経様細胞塊を作製するために以下の手順で操作を行った (Fig. 3.1)。 
①細胞懸濁液の細胞濃度を 100 ~ 2000 cells / 20 µL になるように調製した。 
②ハンギングドロップ法により細胞懸濁液をディッシュのふたの裏側に液滴(20 µL)を作製し、裏返した。 
③液滴の乾燥を防ぐために、ディッシュの本体には PBS 溶液を 2 mL 入れた。 
④ディッシュにふたをし、37 ℃、5 % CO2のインキュベータ内で 6 日間培養することで神経様細胞塊を作
製した。 
 
 
 
 
 
Fig. 3.1. 3 次元培養方法 
 
次に薬剤応答を評価するために以下の操作を行った (Fig. 3.2)。 
⑤100 µM L-DOPA および 1 µM reserpine を含む培地を調製した。 
⑥各培地で 1 時間インキュベータ内で培養することで薬剤処理した神経様細胞塊を作製した。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.2. 薬剤応答試験 
 
3.2.2. Bio-LSI を用いた神経伝達物質の評価 
 
[試薬・溶液] 
・HBSS    ：Hank's Balanced Salt Solution、 Cat. 14025-092, Gibco (Ca2+, Mg2+含) 
・高濃度 K+溶液 ： 105 mM KCl になるように HBSS 溶液に KCl を加えた(HBSS には 5 mM K+が既に含ま
れている 
 
[装置] 
・Bio-LSI 測定システム 
・第１世代 Bio-LSI 
・Ag/AgCl 電極 (RE-1 CP, BAS) 
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・Pt 対極 
 
 培養液中には様々な成分が含まれており、培地ごと電極上に細胞塊を播種すると、培養液中の成分と反
応し、細胞由来の電流かどうかが判断しづらくなる。そこで、細胞播種前に HBSS(+)で 1 度洗浄した後、
Bio-LSI 上に播種した (Fig. 3.3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.3. Bio-LSI 上への神経様細胞塊の播種 
 
 また、本研究では神経様細胞塊の刺激方法を 2 種類用いている。 
 以下に測定における操作を示す。 
■ Method 1 
① ディッシュのフタの裏から神経様細胞塊を回収した。 
② HBSS を 2 mL 入れた 35 mm ディッシュ中に細胞塊を投入した。 
③ 軽くピペッティングすることで洗浄した。 
④ Bio-LSI 測定システムに組み込み、HBSS で満たされた Bio-LSI 上に細胞塊を播種・配列した。 
⑤ 一度 Bio-LSI 上に播種された細胞塊を、顕微鏡を用いて顕微鏡画像を取得した。 
⑥ Bio-LSI の各電極に+0.6 V を印加した。 
⑦ 電流値が安定した後、高濃度 K+溶液を 10 µL 容量のピペットで 3~5 µL の溶液を 2 ~ 3s 程度かけてゆ
っくり投入することで、神経様細胞塊を刺激した。この時、投入速度が大きいと細胞塊が移動してしまう。 
⑧ 再度 Bio-LSI 上に播種された細胞塊を、顕微鏡を用いて顕微鏡画像を取得した。 
⑨ 続けて測定する場合、Bio-LSI 上の HBSS を取り換えた後、④から同様の操作を行った。 
 
■ Method 2 
① Method 1 の ①~③と同様の操作を行った。 
② Bio-LSI に高濃度 K+溶液で満たした。 
③ Bio-LSI の各電極に+0.6 V を印加した。 
④ 電流値が安定した後、細胞塊を Bio-LSI に播種することで細胞塊を播種・刺激した。 
⑤ 測定後、顕微鏡を用いて顕微鏡画像を取得した。 
⑥ 続けて測定する場合、Bio-LSI 上の HBSS を取り換えた後、④から同様の操作を行った。 
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■ データ解析 
 神経様細胞塊の面積は顕微鏡画像をもとに、Image J を用いて算出した。 
 ΔCurrent は、アンペログラムの刺激前の最小電流値と刺激後の最大電流値の差をとり、さらに最も高い
電流値の 2 点を平均したものである (Fig. 3.4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.4. (A)Image J を用いた細胞塊の面積の算出、(B) ΔCurrent の算出方法 
 
3.2.3. シミュレーション 
Bio-LSI の検量線の電流値を確証するために、COMSOL Multiphysics software (ver. 5.0, COMSOL, Inc., 
USA) を用いて電流値の算出を行った。 
COMSOL を用いた電流値の計算は以下の手順で行った。 
 
① マイクロウェル(深さ 5 µm、直径 18 µm)を含む 3 次元モデルを構築した。 
② マイクロウェルの底面を電極として定義した。 
③ 反応電子数を 2 に設定した。 
④ ドーパミンの拡散係数は 6.0 × 10-10 m2 / s として設定した[9]。 
⑤ 溶液初期ドーパミン濃度は 10 µM とした。 
⑥ 電極上では電気化学反応によりドーパミンが消費されるため、電極最表面のドーパミン濃度は 0 µM と
した。 
⑦ 絶縁層表面の拡散流束を 0 とした。 
⑧ 電極表面の拡散流束から電極の電流値を算出した。 
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3.3. 実験結果 
3.3.1. デバイス評価 
 
第 3 章で用いた Bio-LSI は電極直径が 18 µm で白金のディスク電極を用いている。また、SU-8 マイクロ
ウェルの深さは 5 µm である。 
初めに、デバイスの性能評価を行うためクロノアンペロメトリによりドーパミンの解析を行った。ドー
パミンは電極上で酸化されてドーパミンキノンが生成される (Fig. 3.5)。Fig. 3.6 に各濃度 (0 - 80 µm) のア
ンペログラムを示す。180 s における電流値は濃度の増加に伴い上昇していることが分かった。また、こ
のグラフから検量線を作成したところ、線形性を有しており、検出限界は 5 µM 以下であることが分かっ
た。このことから、Bio-LSI はドーパミンを定量的に評価できるといえる。10 µM におけるバックグラウ
ンドを差し引いた電流値は 23.9 ± 5.5 pA であった。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.5. ドーパミンの酸化反応 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.6. (A)アンペログラムおよび(B)検量線 
 
 
 
 
 
この実験値と比較するために、シミュレーションにより電流値を算出した。シミュレーションでは、有
限要素法ベースの汎用物理シミュレーションソフトである COMSOL を用いて計算を行った。シミュレー
ションによって算出された各濃度における電流値を Fig. 3.7 にまとめた。10 µM における電流値は 23.4 pA
であるため、実験値とシミュレーションの値は近い値を示すことが分かった。 
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Fig. 3.7. 実験値とシミュレーション結果の比較 
 
さらに、マイクロウェルを含むシングル微小電極の理論式により、電流値の比較を行った。理論式を以下
に示す[10]。 
i =  
4𝜋𝑛𝐹𝐶𝐷𝑟2
4𝐿 +  𝜋𝑟
 
ここで i は電流値、n は反応電子数、F はファラデー定数、C はドーパミン濃度、D は拡散係数、r は電極
半径、L はウェルの深さである。この式より算出した値は 24.4 pA であった。理論式では、シングル微小
電極を対象としており、今回の Bio-LSI のような複数の電極の条件は考慮していない。それにも関わらず
理論値は、実験値やシミュレーションの値と類似していることから、隣り合った電極の拡散のオーバーラ
ップの影響は小さいといえる。 
 
次に一定電位(+0.6 V) 印加した状態でドーパミン溶液をピペットから投入することで、ドーパミンの放
出がリアルタイムでイメージングすることが可能であるかを評価した。その結果を以下に示す。この結果
より、Bio-LSI はドーパミンのリアルタイムイメージングが可能であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.8. ドーパミン投入 
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3.3.2. 神経細胞塊から放出される神経伝達物質の評価 
 
 神経様細胞塊は高濃度 K+によって脱分極を引き起こし、エキソサイトーシスによってドーパミンを放出
する。神経様細胞塊を刺激するために Method 1 または Method 2 の 2 つの方法を用いて実験を行った。 
 
○ Method 1 
初めに、神経様細胞塊をバッファーの入った Bio-LSI に配
置させる。次に高濃度 K+溶液が入ったマイクロピぺットを用
いて 2 – 3 秒間、5 µL を神経様細胞塊上に放出することで刺
激を行った。この時、Bio-LSI は一定電位(+0.6 V)を印加して
いる。刺激されることで神経様細胞塊から放出された神経伝
達物質を、Bio-LSI の各電極上で酸化することで電気化学イ
メージを得た (Fig. 3.9)。 
 
 
 
 
Fig. 3.10 (A) に Bio-LSI 上に配置させた神経様細胞塊の顕微鏡画像を示す。この溶液にネガティブコン
トロールとしてバッファーを投入した時の電気化学イメージを Fig. 3.10 (B)に示す。投入前後で電気化学
イメージに変化が見られないことから、今回の方法では物理的な刺激によってドーパミンの放出が誘導さ
れないことが示唆された。高濃度 K+を投入した際の電気化学イメージを Fig. 3.10 (C)に示す。刺激後、神
経様細胞塊の下の電極でのみ電流値の上昇がみられた。これらの結果より、神経様細胞塊は高濃度 K+に
よってドーパミンの放出が誘導されることや、そのドーパミンを Bio-LSI で酸化しイメージを取得可能で
あることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.10. (A)光学顕微鏡像 電気化学イメージ：(B) HBSS 刺激、(C) 105 mM 高濃度 K+溶液 
 
Fig. 3.9. Method 1 の刺激方法 
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 次に、神経様細胞塊を高濃度 K+を用いて 3 回刺激した際のアンペログラムを Fig. 3.11 に示す。投入直
後、電流値の減少が見られた。これは、神経様細胞塊の下の電極以外でも同様にみられ、高濃度 K+投入
によるものであると考えられるが、原因はわかっていない。刺激後、徐々に電流値が上昇し、およそ 20 s
で電流値のピークが見られた。その後、電流値の減少が見られた。これらの結果は 3 回の刺激で同様に観
測され、Method 1 による神経様細胞塊の刺激は再現性のある事が示された。しかし、各刺激においてピー
ク電流値が徐々に減少していることが分かる。これは神経様細胞内のドーパミンの入った小胞が放出され
徐々にこの小胞が枯渇していったためだと考えられる。実際、単一細胞レベルでも刺激直後ドーパミンの
放出は活発であるのに対し、徐々に放出頻度が減少するといった報告がある[11]。 
既往の単一細胞での神経様細胞から放出される神経伝達物質の検出のほとんどは、エキソサイトーシス
で小胞から放出された神経伝達物質が電極上で一度に酸化され、数 ms の幅を持つピークが一つ一つ検出
される様子が観測されている[9]。一方で、本実験で得られたアンペログラムでは一つ一つのエキソサイト
ーシスは検出されていない。これは、本実験で用いた Bio-LSI の時間分解能は 200 ms であり、一つ一つの
エキソサイトーシスを検出するには数 ms 以下の時間分解能が必要であるためである。 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.11. Method 1 でのアンペログラム 
 
 この Method 1 では、複数回刺激する際には適しているが、刺激時間・速度、溶液量を一定にできなか
ったり、投入直後電流値が低下したりするため、神経細胞塊から放出される神経伝達物資の定量的評価を
するのには適してない。これらの問題を改善するために Method 2 による刺激を行った。 
 
○ Method 2 
初めに、高濃度 K+溶液で Bio-LSI を満たした。次に、バッファー中にいくつかの神経様細胞塊が入った
マイクロピぺットを用いて Bio-LSI 上に播種することで、神経様細胞塊を高濃度 K+に曝し、刺激した。こ
の時、Bio-LSI は一定電位(+0.6 V)を印加している。刺激されることで神経様細胞塊から放出された神経伝
達物質を、Bio-LSI の各電極上で酸化することで電気化学イメージを得た (Fig. 3. 12)。 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.12. Method 2 の刺激方法 
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 Bio-LSI 上に播種後の顕微鏡像および得られた電気化学イメージを Fig. 3.13 に示す。さらに、得られた
電気化学イメージのうち、代表的な測定点におけるアンペログラムを Fig. 3.14 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.13. (A)光学顕微鏡像、(B)電気化学イメージ：刺激開始時間を 0 s とした 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.14. Method 2 で得られたアンペログラム 
 
得られた電気化学イメージより、神経様細胞塊が存在する電極でのみ高い電流値を得た。単一細胞レベ
ルでの解析では刺激後、少なくとも 1 s 以内での放出が確認されている。一方、本実験で得られた結果で
はピーク到達まで 20 s 程度かかっており、さらに放出時間は刺激後 120 s 後でもドーパミンの放出を確認
した。これらの結果は、2 次元平面培養と比べて、3 次元培養された神経様細胞では、刺激されるのに時
間がかかることが示唆される。その理由として、検出電極と細胞塊の距離があるため放出されたドーパミ
ンが検出電極まで到達するのに時間がかかったことが考えられる。しかし、ここでドーパミンの 5 µm の
距離を移動するのに要する時間に関して考える。拡散に要する時間は以下の式で概算できる。 
 63 
 
t =
𝐿2
𝐷
 
 
ここで、L は移動距離(5 µm)、D はドーパミンの拡散係数(6 × 10-10 m2 / s)、t は拡散に要する時間である。
この式より、ドーパミンの 5 µm の距離を移動するのに要する時間は約 4.17 ms であることがわかる。以
上より、ドーパミンの拡散時間は 20 s よりも十分小さく、他の理由が考えられる。ドーパミンの検出ピー
クが 20 s 程度かかった理由として、神経様細胞塊の内部まで刺激するのに時間がかかったことが考えられ
る。また、ドーパミンを 120 s 以上放出し続けた理由としても同様に、細胞塊内部まで刺激するのに時間
がかかったため、単一細胞の場合と比較して長時間放出が持続したと考えられる。 
  
 次に、神経様細胞塊のサイズと電流値を比較した。比較した結果を図に示す。ΔCurrent は、Fig. 3.14 の
刺激前の最小電流値と刺激後の最大電流値の差をとり、さらに最も高い電流値の 2 点を平均したもので
ある。また、神経様細胞塊のサイズは顕微鏡画像から画像解析ソフト (Image J )を利用し、投影面積を
算出した。神経様細胞塊のサイズは ΔCurrent に対して原点を通る線形関係を示しており、Bio-LSI が定量
的な神経様細胞塊の評価を行えることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.15. 細胞塊のサイズと電流値の関係 
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次にこれらのデータの再現性・デバイス間誤差を調べるため、別の神経様細胞塊サンプルかつ別のデバイ
スで測定を行い両者の比較を行った。その結果を Fig. 3. 16 に示す。この結果より、それぞれのデータサ
ンプルに差がないことから、Bio-LSI は再現性良く、神経様細胞塊のドーパミンの放出を検出できると言
える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.16. 実験の再現性・デバイス間誤差 
 
 
3.3.3. 薬剤応答 
3.3.2. 章の Method 2 を用いると神経様細胞塊の定量的評価が可能であることが示された。そこで、次に
薬剤に対する応答を Bio-LSI を用いて評価した。 
 本実験に使用した薬剤は L-DOPA と Reserpine の 2 種類である。L-DOPA はパーキンソン病の治療薬と
して用いられており、これまで Pothos ら[7]や Colliver ら[8]が L-DOPA で処理した神経様細胞が何も処理し
ていない神経様細胞と比較してドーパミンの放出量が増加することを報告している。これは L-DOPA がド
ーパミンの前駆体であり、神経様細胞内に L-DOPA が取り込まれると、神経様細胞内のチロシンハイドロ
キシラーゼによってドーパミンへ変換し、シナプス小胞内へ蓄積されるためである。一方、Reserpine はシ
ナプス小胞へドーパミンを輸送する役割を持つ Vesicular monoamine transporter を阻害する役割を持ってい
る。そのため、Reserpine で処理した神経様細胞のシナプス小胞の体積やドーパミン内包量が減少されるこ
とが知られている[9]。 
 Fig. 3. 17 (A)に各薬剤で処理した後、測定を行い得られたアンペログラムを示す。このグラフより薬剤
の処理をしていない Control と比較して L-DOPA 処理した神経様細胞塊では最大電流値が高く、Reserpine
処理した神経様細胞塊では低くなっていることが分かる。さらに、Δcurrent を顕微鏡画像から得られた神
経様細胞塊の投影面積で割ることで規格化した値を Fig. 3. 17 (B)にまとめた。Controlは 1.15 ± 0.42 nA/mm2 
( n = 6 )、L-DOPA で処理した神経様細胞塊は 3.03 ± 0.70 nA/mm2 ( n = 3 ) となり、L-DOPA で処理したほ
うが、Control と比較して 2.6 倍ドーパミン放出量が高いことが分かる。これまでに報告されている
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HPLC-ED の結果によれば、Control と比較して L-DOPA で処理した方が 3.8 倍高い[12, 13]。一方、Reserpine
で処理した神経様細胞塊は 0.351 ± 0.077 nA/mm2 ( n = 6 ) で Control と比較して、70 %減少していることが
分かる。これまでに報告されている HPLC-ED の結果によれば、Control と比較して Reserpine で処理した
方では 40 %減少している[14]。 
 以上の結果をまとめると、どちらの試薬もこれまでの HPLC-ED の文献の結果と比較して、L-DOPA で
はドーパミン放出量の上昇率が低く、Reserpine では減少率が高いことが分かる。この理由として、薬剤に
応じて細胞塊内部まで到達する物質、到達しない物質があると考えられるが、これを証明するにはさらに
実験が必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.17. 薬剤応答試験：(A)アンペログラム、(B)薬剤投与とドーパミン放出量の関係 
 
 
3.4. まとめ 
 
本章では、Bio-LSI を用いて神経様細胞塊から放出される神経伝達物質の評価を行った。本実験では 2
つの評価方法を試行した。1 つ目のピペットから高濃度 K+を投入し刺激する方法では、何度も刺激する可
能である。しかし高濃度 K+の投入量や速度、距離が一定でないため、定量的評価ができない問題があっ
た。そこで、2 つ目の高濃度 K+の入った Bio-LSI 中にピペットから神経様細胞塊を放出する方法では、神
経様細胞塊から放出されるドーパミンの定量的評価が可能であることが示された。さらに、この方法を用
いて神経様細胞塊の薬剤に対する影響を評価したところ、従来の HPLC-ED の結果と同様に L-DOPA では
ドーパミン放出量の増加、Reserpine ではドーパミン放出量の減少が見られた。さらに、ドーパミン放出量
の増加・減少率は HPLC-ED での 2 次元培養の場合と比較して低いことが分かった。 
 以上より、Bio-LSI は神経様細胞を 3 次元培養して得られた神経様細胞塊から放出されるドーパミンを
評価するのに適したデバイスであることが示された。 
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第 4章  くし型 Bio-LSI を用いた神経様細胞塊の評価 
 
本章の内容は、学術論文として投稿準備中であり（2018 年 9 月 4 日現在）、要約のみ示す。 
 
 
 
4.1 要約 
 
これまでにも述べているようにドーパミンは中枢神経系で様々な生物学的・化学的役割を担っている。
ドーパミンの放出量の異常が起こっている能ではパーキンソン病や精神疾患等の症状を引き起こす。第 2
章・第 3 章にて、ドーパミン放出の電気化学イメージングに関する研究を報告してきた。一方で実際の脳
スライスなどの生体組織では神経伝達物質以外にも酸化還元活性種が含まれている。特に、組織中のドー
パミン濃度（0.01-10 µM）[1]と比べアスコルビン酸（100-1000 μM）[2]が多量に含まれており、アスコルビ
ン酸の酸化電位はドーパミンの酸化電位と同程度であるため、ドーパミンのみを選択的可能な電気化学イ
メージングデバイスが必要となる。 
これまで、丹羽らは交互くし型電極（IDEs）を用いたレドックスサイクルの誘導による、アスコルビン
酸存在化でのドーパミンの選択的検出に関する論文を報告している[3-5]。レドックスサイクルでは、ドー
パミンは Generator electrode（測定対象を酸化もしくは還元する電極）上で酸化されてドーパミンキノンが
生成し、Collector electrode（Generator electrode 上で酸化もしくは還元された物質を、還元もしくは酸化す
る電極）上でドーパミンキノンがドーパミンに還元される。これにより、ドーパミンの酸化および還元反
応が Generator および Collector electrode 上で繰り返し起こることで、電気化学シグナルの増幅が起こる。
このレドックスサイクルは可逆的酸化還元活性種であるドーパミンや FcCH2OH で誘導可能である。一方
で、アスコルビン酸は酸化された後、水分子と反応し分解される非可逆的酸化還元活性種であり、Collector 
electrode 上で還元反応を起こすことが困難である。そのため、レドックスサイクルにより、非可逆的酸化
還元活性種であるアスコルビン酸は検出されず、可逆的酸化還元物質であるドーパミンのみを選択的に検
出することができる。 
これらの背景より、IDEs 等のレドックスサイクルを誘導可能な電極のアレイ化が、ドーパミンの選択
的電気化学イメージングには必要である。Ino[6, 7]らや Wolfrum[8]らはこれまで、局所レドックスサイクル
電気化学イメージングデバイスによる電気化学イメージングデバイスの開発に関して報告している。この
局所レドックスサイクルの仕組みは、ディスプレイ表示形式の一つであるパッシブマトリクスと類似して
いる。このシステムでは、縦 n 本および横 n 本の配線がクロスさせることで、n2個の交差点（すなわち電
極点）を形成させることが可能である。この交差点において Generator および Collector electrode から成る
IDEs を作製することで、IDEs のアレイ化が達成される。これにより、培養細胞中の受容タンパク質の検
出や 3 次元培養した胚性幹細胞の未分化マーカーの評価を行ってきた。しかし、局所レドックスサイクル
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による電気化学イメージングでは、マトリクスのスイッチングの際に、非ファラデー電流が無くなるまで
に時間を要するため（１回の切り替え毎に 1 ~ 2 秒程度）、全電極点における電流値の情報を読み取るには
非常に時間がかかってしまう。例えば、60 s/image for 32 × 32 electrode[9]や、10.3 ~ 90.4 s/image for 16 × 16 
electrodes
[10]のイメージ取得時間を要する。 
ディスプレイ表示におけるパッシブマトリクスにおいても同様の問題が起きており、レスポンス時間が
長いため、動画の表示などに向いていない。そこで、トランジスタによるスイッチング素子を組み込んだ
ディスプレイ表示形式である、アクティブマトリクスが開発された。これによりレスポンス時間が短くす
ることができ、動画の表示も容易にできるようになった。電気化学イメージングデバイスにおいても、我々
が開発した Bio-LSI では同様に CMOS トランジスタを組み込んでおり、電気化学イメージングの高時間分
解能での取得に成功している。 
そこで本章では、この Bio-LSI とアレイ化した IDEs（IDEA）を組み合わせることにより、レドックス
サイクル誘導可能な高時間分解能電気化学イメージングデバイス (< 200 ms)の開発を行った。本デバイス
では、レドックスサイクルが誘導可能であることが確認された。増幅率および捕捉率はどれもシミュレー
ションと比較して同程度の値であったため、デバイス設計も適切であった。本デバイスを用いて、アスコ
ルビン酸存在下においてもドーパミンを選択的に検出することを可能にした。可逆性酸化還元物質である
FcCH2OH の投入イメージングや神経様細胞塊から放出されドーパミンのイメージが取得でき、くし型構
造と Bio-LSI の融合に成功したと言える。以上より、本くし型 Bio-LSI は脳内における神経伝達物質の検
出に適していると言える。 
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第 5章  酵素修飾 Bio-LSI を用いた神経伝達物質の二項目同時検出 
 
 
本章の内容は、学術論文として投稿中であり（2018 年 9 月 4 日現在）、要約のみ示す。 
 
5.1 要約 
 
神経伝達物質は、神経細胞間の小さなギャップであるシナプスを介して神経伝達を可能にする。神経
細胞間コミュニケーションを理解するためには、神経伝達物質の放出挙動をイメージングすることが不可
欠である。特に脳内における神経伝達物質の薬理学的および行動学的研究には、脳の細胞外空間における
放出の濃度の急激な変化をモニタリングすることが必要である。神経伝達物質の一つであるグルタミン酸
（Glu）は、脳内で遍在的に産生される主要な神経伝達物質である。 またGluは、長期増強およびシナプ
ス形成および維持などの重要な役割を果たす[1, 2]。さらに、中枢神経系のGlu濃度を調節することは、毒性
や細胞死を誘発するために必要とされている[3]。一方、Glu濃度の低下は長期増強や神経可塑性を低下させ
る可能性がある。同様に神経伝達物質の一つであるドーパミン（DA）は、カテコールアミンの一種で細
胞間のシナプス伝達において化学的伝達物質として機能する神経伝達物質であり、その量はパーキンソン
病に深く関連している。そのため、パーキンソン病の治療に向けた細胞レベルでの評価・研究が盛んに行
われている[4-7]。また、DAは、Glu過剰刺激のシナプス後効果を防止することにより、虚血または音響外傷
の間にシナプスを保護すると考えられている[8-10]。したがって、DAとGluとの関係を詳細に明らかにする
ために、選択的かつ同時にイメージングを可能にする技術が必要である。 
本研究では2章、3章で用いてきたBio-LSIの任意の電極に酵素を修飾することで、ドーパミンおよびグ
ルタミン酸の選択的検出をを目指した。ドーパミンは直接電極上で酸化し、グルタミン酸はグルタミン酸
オキシダーゼ(GluOx) / 西洋わさびペルオキシダーゼ (HRP)-Os polymer 修飾電極を用いることで、酵素を
介した検出を行った。ここで、Os polymerの修飾を任意の電極上で電解析出することで、Glu検出電極とし
た。作製された酵素修飾Bio-LSIはDAおよびGluを定量的かつ選択的に検出することに成功し、それぞれの
神経伝達物質の存在下においても、選択的にイメージングすることに成功した。本酵素修飾Bio-LSIに用
いる酵素は、アスコルビン酸のアスコルビン酸オキシダーゼ、グルコースのグルコースオキシダーゼ、お
よびアセチルコリンのアセチルコリンエステラーゼ/コリンオキシダーゼなどの他の酵素を用いることに
よって、他の生体分子を選択的かつ同時にイメージングすることも可能である。したがって、本酵素修飾
Bio-LSIは脳内における様々な神経伝達物質の関連性の解明に貢献できる。 
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第 6章 総括 
 
 
 
 
  
Bio-LSI を用いた 2 次元培養または 3 次元培養した神経様細胞から放出される神経伝達物質の検出を目
的とした。さらに、第 2 世代 Bio-LSI の特性を活かし、レドックスサイクル誘導可能な電気化学イメージ
ングデバイスや、選択的な酵素修飾を施すことによる 2 種類の神経伝達物質の同時イメージングデバイス
の開発を行った。 
 
 
 
1 章 
 
本博士論文における全体的な研究背景と研究の位置づけに関して紹介した。また、本研究を遂行するに
あたって重要な電気化学計測技術や計測手法について詳細に記述した。特に本研究でメインに取り扱って
いる電気化学イメージングデバイスである Bio-LSI については、その LSI チップにおけるシステムや解析
システムに関して記述した。 
 
 
2 章 
 
第 2 章では Bio-LSI の電極上に接着した細胞の評価を行った。まず、MCF-7 を用いた細胞接着細胞評価
では、電極上に 1 個、2 個もしくは 3 個以上の細胞にて電流値の差が見られた。このことから、Bio-LSI
は単一細胞レベルで細胞の接着性評価が可能であることが示された。さらに、Triton X-100 を細胞剥離の
影響を評価することに成功した。一方で、Bio-LSI は長期培養によって何らかの異常が発生するため、分
化した神経細胞を用いた神経伝達物質の放出の評価は困難であった。これらのことから、Bio-LSI は細胞
接着性を評価するのに十分な分析ツールであることが示唆されたが、長期培養を行えるように改良するこ
とで更なる応用が期待できる。 
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3 章 
 
Bio-LSI を用いて神経様細胞塊から放出される神経伝達物質の評価を行った。本実験では 2 つの評価方
法を試行した。1 つ目のピペットから高濃度 K+を投入し刺激する方法では、何度も刺激する可能である。
しかし高濃度 K+の投入量や速度、距離が一定でないため、定量的評価ができない問題があった。そこで、
2 つ目の高濃度 K+の入った Bio-LSI 中にピペットから神経様細胞塊を放出する方法では、神経様細胞塊か
ら放出されるドーパミンの定量的評価が可能であることが示された。さらに、この方法を用いて神経様細
胞塊の薬剤に対する影響を評価したところ、従来の HPLC-ED の結果と同様に L-DOPA ではドーパミン放
出量の増加、Reserpine ではドーパミン放出量の減少が見られた。さらに、ドーパミン放出量の増加・減少
率は HPLC-ED での 2 次元培養の場合と比較して低いことが分かった。 
 以上より、Bio-LSI は神経様細胞を 3 次元培養して得られた神経様細胞塊から放出されるドーパミンを
評価するのに適したデバイスであることが示された。 
 
4 章 
 
本章では神経伝達物質の高感度かつ選択的イメージングを目指し、Bio-LSI にレドックスサイクル誘導
可能なくし型電極構造を導入した。本デバイスでは、レドックスサイクルが誘導可能であることが確認さ
れた。増幅率および捕捉率はどれもシミュレーションと比較して同程度の値であったため、デバイス設計
も適切であった。本デバイスを用いて、アスコルビン酸存在下においてもドーパミンを選択的に検出する
ことを可能にした。可逆性酸化還元物質である FcCH2OH の投入イメージングや神経様細胞塊から放出さ
れドーパミンのイメージが取得でき、くし型構造と Bio-LSI の融合に成功したと言える。以上より、本く
し型 Bio-LSI は脳内における神経伝達物質の検出に適していると言える。 
 
5 章 
 
本研究では、代表的な神経伝達物質である DA および Glu の選択的および同時イメージングのために、
400 個の微小電極センサからなる酵素修飾 Bio-LSI デバイスを開発した。複数種の神経伝達物質の電気化
学イメージを取得できる Electrochemicolor imaging の技術と酵素修飾した Bio-LSI とを組み合わせた。DA
は DA 検出電極で直接、電気化学的に酸化することによって検出した。一方で Glu は GluOx/HRP および
Os polymer 修飾電極を用いて、GluOx および HRP の酵素反応および Os polymer の酸化反応を介して、電
極上で還元反応を行うことで Glu を検出した。この Os polymer の修飾はチェック状に電位を印加して、電
解析出することで Electrochemicolor imaging の取得に向けたデバイス作製を行った。これらの操作を通し
て作製された酵素修飾 Bio-LSI は DA および Glu を定量的かつ選択的に検出することに成功し、それぞれ
の神経伝達物質の存在下においても、選択的にイメージングすることに成功した。本酵素修飾 Bio-LSI に
用いる酵素は、アスコルビン酸のアスコルビン酸オキシダーゼ、グルコースのグルコースオキシダーゼ、
およびアセチルコリンのアセチルコリンエステラーゼ/コリンオキシダーゼなどの他の酵素を用いること
によって、他の生体分子を選択的かつ同時にイメージングすることも可能である。したがって、本酵素修
飾 Bio-LSI は脳内における様々な神経伝達物質の関連性の解明に貢献できる。 
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